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緒言 
 
 
釣藤鈎（ちょうとうこう、Uncariae Uncis cum Ramulus、Gambir Plant, Morning Star）
は、第 16 改正日本薬局方（平成 23 年 3 月）に収載され、アカネ科（Rubiaceae）の
カギカズラ（釣藤  Uncaria rhynchophylla Miquel、華釣藤  Uncaria sinensis Haviland 又
は大葉釣藤  Uncaria macrophylla Wallich）を基原とする鈎棘の付着した茎枝の薬用部
位である。釣藤鈎は、名医別録下品など多くの本草書に収載され、小児の驚癇、発
疹、疳症、頭痛、眩暈に効果があると記載されている。釣藤鈎の主な成分には、
corynoxeine、isocorynoxeine、rhynchophylline、isorhynchophylline、hirsutine、hirsuteine、
geissoschizine methyl ether、corynantheine 及び dihydrocorynantheine などのインドール
系アルカロイドがあり、血圧降下作用（1, 2）、睡眠鎮静作用（1, 3）、精神安定作用
（4, 5, 6）、鎮痙作用（7）、セロトニン調節作用（8）、脳細胞保護作用（9, 10）、血管
拡張作用（11, 12, 13, 14）及び神経保護作用（15, 16）などの薬理作用が報告されて
いる。  
 釣藤鈎を配合する漢方処方には、高血圧を主訴とする患者に対して釣藤散、七物
降下湯、不安症を主訴とする患者に対して抑肝散、抑肝散加陳皮半夏などがあり、
これらの処方は臨床において現在も頻用される処方である。近年では、釣藤散によ
る脳血管障害性認知症や抑肝散による認知症の周辺症状に対する二重盲検試験によ
る有効性が認められている（17, 18）。特に抑肝散は、認知症の周辺症状の他に、統
合失調症、睡眠障害などに効果があることが報告され、注目を集めている（19, 20）。  
 以上のように、釣藤鈎やその成分及び釣藤鈎を配合する漢方処方の薬理研究、臨
床研究が行われてはいるものの、釣藤鈎成分の吸収、分布、代謝及び排泄といった、
いわゆる薬物動態学的研究はほとんど行われていない。釣藤鈎や釣藤鈎を配合する
漢方処方の薬理研究を行う上で、どのような釣藤鈎の成分が吸収されるのか、また
生体内でどのような代謝物に変換され、それが薬理作用を有するのか、さらには、
薬物学的相互作用の観点からも、どのような釣藤鈎の代謝物が生成され、その代謝
反応にどのような薬物代謝酵素が関与しているかを明らかにすることは非常に重要
な課題である。  
そこで、本研究では、釣藤鈎アルカロイドの薬物動態、主に吸収、代謝及び分布
について明らかにするため、釣藤鈎を構成生薬に含む抑肝散及び釣藤鈎の主要薬理
活性成分と考えられている geissoschizine methyl ether を題材にして検討した。  
- 2 - 
第 1 章では、LC/MS/MS による釣藤鈎アルカロイドの高感度一斉定量法を構築し、
抑肝散を投与したラットにおける釣藤鈎アルカロイドの血中及び脳中動態を詳細に
検討した。第 2 章では、釣藤鈎アルカロイドの主要活性成分と推定される
geissoschizine methyl ether の代謝系について、ラット及びヒト肝ミクロソームを用い
て検討した。終章第 3 章では、脳に入った geissoschizine methyl ether の脳内結合分布
を明らかにするために、オートラジオグラフィーや各種受容体リガンドを用いた競
合試験を行った。  
本論文ではこれら一連の研究成果について順を追って論述する。  
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第 1 章 
 
 
釣藤鈎アルカロイドの体内動態  
 
 
はじめに 
 
 
釣藤鈎は、アカネ科（Rubiaceae）のカギカズラ（釣藤  Uncaria rhynchophylla Miquel、
華釣藤  Uncaria sinensis Haviland 又は大葉釣藤  Uncaria macrophylla Wallich）を基原
とする鈎棘の付着した茎枝の薬用部位で、小児の驚癇、発疹、疳症、頭痛、眩暈に
効果があると多くの本草書に記載されている。  
 釣藤鈎は、主な成分として、corynoxeine（CX）、isocorynoxeine（ICX）、rhynchophylline
（RP）、isorhynchophylline（IRP）、hirsutine（HTI）、hirsuteine（HTE）と geissoschizine 
methyl ether（GM）などのオキシインドール系及びインドール系アルカロイドを含ん
でいる。これらのアルカロイドには血管拡張効果（12, 13, 14）、神経保護効果（15, 16）、
5-HT1A 受容体結合効果（5, 8）及び抗攻撃性効果（5, 21）を含む様々な薬理効果が知
られている。最近、我々はこれらの釣藤鈎アルカロイドが in vitro の血液 -脳関門
（blood-brain barrier; BBB）モデルで脳内皮細胞を通過することを確認した（22）。し
かしながら、釣藤鈎アルカロイドの in vivo の薬物動態はまだ十分に調べられていな
い。それは、漢方薬が様々な成分を含有する複数の生薬で構成され、かつそれらの
成分含量が微量であるためである。漢方薬の薬物動態を明らかにするためには、活
性成分を明らかにし、漢方薬を服用した個体の血液や標的臓器で活性成分を検出で
きる特異性のある高感度測定法の開発が必須である。  
そこで、本章第 1 節では、先ず釣藤鈎の薬効成分であるアルカロイドに焦点をあ
て、高速液体クロマトグラフィー／直列型質量分析装置（LC/MS/MS）を用いた 7 種
のインドール系及びオキシインドール系アルカロイドの特異的高感度一斉定量法の
開発を試みた。  
また、第 2 節では、第１節で開発した測定法の有用性を検証するため、釣藤鈎を
構成生薬として含む漢方薬である抑肝散の薬物動態研究に応用し、釣藤鈎アルカロ
イド成分の血漿中及び脳中の動態について検討した。   
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第 1 節 
 
 
釣藤鈎アルカロイド成分の LC/MS/MS 一斉定量法の構築 
 
 
釣藤鈎は、血管拡張効果（12, 13, 14）、神経保護効果（15, 16）、5-HT1A 受容体結合
効果（5, 8）及び抗攻撃性効果（5, 21）などの様々な薬理効果を示す生薬である。そ
の作用を担う活性成分として CX、ICX、RP、IRP、HTI、HTE 及び GM などのオキ
シインドール系及びインドール系アルカロイドが報告されている。  
まず、本章第 1 節では、これらの活性アルカロイド成分の薬物動態を明らかにす
るため、LC/MS/MS を用いた特異性のある高感度一斉定量法の構築を試みた。また、
定量法の構築とは単なる機器分析法の確立だけでなく、選択性、定量下限、日内再
現性、日間再現性、抽出回収率、マトリックス効果及び安定性などのバリデーショ
ンをとり、その測定値がサンプルの適正な値であることを担保しなければならない。
そこで本節では、確立した LC/MS/MS 一斉定量法を実際に運用するためのバリデー
ションについて、米国食品医薬品局（FDA）のガイドラインに従い詳細に検討した。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物及び試薬  
 
釣藤鈎より単離、精製され、核磁気共鳴（nuclear magnetic resonance; NMR）、質量
分析（mass）スペクトロメトリー及び赤外分光（ infrared; IR）スペクトロメトリーに
より確認された CX、ICX、RP、IRP、HTI、HTE 及び GM の標準品は、株式会社ツ
ムラ  生産本部  漢方製剤開発センター  漢方品質設計部  生薬品質設計グループ
（ Ibaraki, Japan）より供給された。これら 7 成分の構造式を図 1 に示す。  
内部標準物質（ IS）は HTI、HTE 及び GM と化学構造が非常に良く似ているイン
ドール系アルカロイド vincamine を選択した。Vincamine は東京化成工業株式会社
（Tokyo, Japan）、EDTA-2K は Dojindo 株式会社（Kumamoto, Japan）より入手した。
LC/MS グレードのアセトニトリル、メタノール及びギ酸は和光純薬工業株式会社
- 5 - 
（Osaka, Japan）より購入した。水は純水生成装置（MILLI-Q, Nihon Millipore 株式会
社）により精製された精製水を用いた。  
 
 
図 1. 主な釣藤鈎のオキシインドール系及びインドール系アルカロイドと内部標準物質の構
造式。  
 
1.2．LC/MS/MS システム  
 
 使用した LC/MS/MS システムは、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）システム
Agilent 1100 system（Agilent Technologies, Inc., Tokyo, Japan）、N2 ガス発生装置 N2 
GENERATOR（株式会社カケンジェネックス , Matsudo, Chiba）、真空ポンプ SLP-151CD
（ANEST IWATA, Yokohama, Kanagawa）、質量分析装置 API4000TM（AB Sciex, Tokyo, 
Japan）及びオートサンプラーシステム HTC-PAL（CTC analytics, Zwingen, Switzerland）
から構成される。データの取得及び解析は Analyst Software, Ver.1.4.2（AB Sciex）を
用いて行った。  
 
1.3. 試薬の調製  
 
1.3.1. 標準溶液の調製  
 
各釣藤鈎アルカロイドの標準物質及び vincamine（IS）をメタノールで溶解し、そ
れぞれ 100 µg/mL 標準原液を調製した。調製後、各標準原液は−20°C で冷凍保存した。 
- 6 - 
この標準原液を用いて 7 種類の釣藤鈎アルカロイドの標準溶液を調製した。各原
液の 100 µL をアセトニトリルにて 10 mL に定容し、標準溶液 A（各 1 µg/mL）とし
た。次に、標準溶液 A の 100 µL を分取し、アセトニトリルで 10 mL に定容して標準
溶液 B（各 10 ng/mL）とした。 IS 標準溶液 C（1 μg/mL）は、原液 100 μL をアセト
ニトリルで 10 mL に定容して調製した。各標準溶液は使用時まで−20°C で冷凍保存
した。  
 
1.3.2. 抽出回収率算出用標準溶液の調製  
 
 標準溶液 A 及び B を 5%メタノール含有 0.1%ギ酸水溶液で次表に従い希釈して、
抽出回収率算出用標準溶液（RC-0.3、RC-3、RC-30）を調製した。これらの溶液は使
用時まで−20°C で冷凍保存した。  
 
回収率算出用  
標準溶液  
標準溶液  内標準原液  
添加量  
(μL) 
定容  
試料中相当濃度 1) 
(ng/mL) 
名称  
添加量  
(μL) 
溶媒  
定容量  
(mL) 
血漿  
試料  
脳組織  
試料  
RC-0.3 B 150 50 
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  5 0.3 1.5 
RC-3 A 15 50 
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  5 3 15 
RC-30 A 150 50 
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  5 30 150 
 1) 前処理において血漿試料は原液、脳試料は 5 倍希釈試料を使用。  
 
1.3.3. 抽出回収率用標準溶液の調製  
 
 標準溶液 A 及び B をアセトニトリルで次表に従い希釈して、抽出回収率用標準溶
液（R-0.3、R-3、R-30）を調製した。これら溶液は、使用時まで−20°C で冷凍保存し
た。  
 
回収率用  
標準溶液  
標準溶液  内標準原液  
添加量  
(μL) 
定容  
試料中相当濃度 1) 
(ng/mL) 
名称  
添加量  
(μL) 
溶媒  
定容量  
(mL) 
血漿  
試料  
脳組織  
試料  
R-0.3 B 150 50 アセトニトリル 5 0.3 1.5 
R-3 A 15 50 アセトニトリル 5 3 15 
R-30 A 150 50 アセトニトリル 5 30 150 
1)
 前処理において血漿試料は原液、脳試料は 5 倍希釈試料を使用。  
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1.3.4. 安定性用試料の調製  
 
 標準溶液 A 及び B は血漿または脳組織（5 倍希釈）試料で次表に従い希釈して、
安定性用試料（S-0.3、S-3、S-30）を調製した。これらの試料は、使用時まで−20°C
で冷凍保存した。  
 
保存安定性用  
試料  
標準溶液  定容  
試料中相当濃度 1) 
(ng/mL) 
名称  
添加量  
(μL) 
試料  
定容量  
(mL) 
血漿  
試料  
脳組織  
試料  
S-0.3 B 150 血漿または脳組織  5 0.3 1.5 
S-3 A 15 血漿または脳組織  5 3 15 
S-30 A 150 血漿または脳組織  5 30 150 
1)
 前処理において血漿試料は原液、脳試料は 5 倍希釈試料を使用。  
 
1.3.5. 検量線用標準溶液の調製  
 
 標準溶液 A 及び B は血漿または脳組織（5 倍希釈）試料で次表に従い希釈して、
検量線用標準溶液（S-1～S-9）を調製した。これらの溶液は、使用時まで−20°C で冷
凍保存した。  
 
1)
 前処理において血漿試料は原液、脳試料は 5 倍希釈試料を使用。  
検量線用  
標準溶液  
添加標準溶液  内標準原液  
添加量  
(μL ) 
定容  試料中相当濃度
1) 
(ng/mL) 
名称  
添加量  
(μL ) 
溶媒  
定容量  
(mL) 
血漿  
試料  
脳組織  
試料  
S-1 
A 
500 100 
アセトニトリル 
10 50 250 
S-2 300 100 10 30 150 
S-3 100 100 10 10 50 
S-4 30 100 10 3 15 
S-5 10 100 10 1 5 
S-6 
B 
300 100 10 0.3 1.5 
S-7 100 100 10 0.1 0.5 
S-8 50 100 10 0.05 0.25 
S-9 30 100 10 0.03 0.15 
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1.3.6. マトリックス効果算出用標準溶液の調製  
 
 標準溶液 A 及び B は 5%メタノール含有 0.1%ギ酸水溶液で次表に従い希釈して、
マトリックス効果算出用標準溶液（M-0.3、M-3、M-30）を調製した。これらの溶液
は、使用時まで−20°C で冷凍保存した。  
 
マトリックス効果  
算出用試料  
標準溶液  内標準原液  
添加量  
(μL ) 
定容  
試料中最終濃度 1) 
(ng/mL) 
名称  
添加量  
(μL) 
溶媒  
定容量  
(mL) 
血漿  
試料  
脳組織  
試料  
M-0.3 B 150 50 
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  5 0.3 1.5 
M-3 A 15 50 
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  5 3 15 
M-30 A 150 50 
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  5 30 150 
1)
 前処理において血漿試料は原液、脳試料は 5 倍希釈試料を使用。  
 
1.4. 試料の前処理  
 
各試料の前処理は、次表（抽出回収率の試料は A、検量線の直線性、日内日間再
現性及び安定性の試料は B、マトリックス効果の試料は C）に従い除タンパクプレー
ト fast flow protein precipitation plate (Whatman Unifilter, GE Healthcare Japan Ltd, 
Tokyo, Japan)を用いて抽出した。血漿は原液、脳は 5 倍希釈試料を用いた。抽出した
濾液は収集プレートに集め、N2 ガス気流下、37°C で蒸発乾固した。乾燥残渣は 5%
メタノール含有 0.1%ギ酸水溶液を 200 µL（血漿）または 100 µL（脳）を添加して再
溶解した。その 10 µL を LC/MS/MS システムに注入した。  
 
（A）抽出回収率の検討  
 血漿  脳組織  
抽出回収率用  
試料  
抽出回収率  
算出用試料  
抽出回収率用  
試料  
抽出回収率  
算出用試料  
アセトニトリル  300 μL 400 μL 500 μL 600 μL 
抽出回収率標準溶液  100 μL ― 100 μL ― 
血漿または脳組織  100 μL 100 μL 100 μL 100 μL 
再  
溶  
解  
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  
200 μL ― 100 μL ― 
抽出回収率算出用  
標準溶液  
― 200 μL ― 100 μL 
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（B）検量線の直線性、日内日間再現性の検討及び安定性の検討  
 血漿  脳組織  
検量線  
試料  
QC 
試料  
安定性  
試料  
検量線  
試料  
QC 
試料  
安定性  
試料  
アセトニトリル  300 μL 300 μL 300 μL 500 μL 500 μL 500 μL 
検量線用標準溶液（S-1～S-9）  100 μL ― ― 100 μL ― ― 
QC 用標準溶液（S-2、S-4、S-6）  ― 100 μL ― ― 100 μL ― 
内標準溶液 C ― ― 100 μL ― ― 100 μL 
血漿または脳組織  100 μL 100 μL  100 μL 100 μL ― 
安定性用試料  ― ― 100 μL ― ― 100 μL 
再溶解  
5%メタノール含有  
0.1%ギ酸水溶液  
200 μL 200 μL 200 μL 100 μL 100 μL 100 μL 
 
（C）マトリックス効果の検討  
 血漿  脳組織  
マトリックス効果  
試料  
マトリックス効果  
試料  
アセトニトリル  400 μL 600 μL 
血漿または脳組織  100 μL 100 μL 
再  
溶  
解  
マトリックス効果算出用標準溶液  100 μL 100 μL 
5%メタノール含有 0.1%ギ酸水溶液  100 μL ― 
 
1.5. 質量分析条件  
 
質量分析には、質量分析計（MS）が 2 台直列に結合され、その間に衝突活性化室
を持つタンデム MS 装置（MS/MS）を使用した。原理としては、1 台目の MS で試料
をイオン化させ特定の質量数のイオン（Q1）のみを選択する。そのイオンを衝突活
性化室に導き、不活性ガスと衝突させる（Q2）。その後、1 台目の MS で選択したイ
オンから生じたフラグメントイオン（Q3）を 2 台目の MS で検出する。  
各標準物質溶液（10 ng/mL）を 1 mL マイクロシリンジに約 0.5 mL 取り、シリン
ジポンプを用いて API4000 質量分析装置に 5 µL/min で持続注入した後、Direct 
infusion 法により各標準物質のイオンピークを確認し、イオン化時の極性（陽イオン
検出（positive mode）、陰イオン検出（negative mode））、親イオン（Q1）及びフラグ
メントイオン（Q3）を設定した。次に、各標準物質溶液（1 ng/mL）を HTC-PAL オ
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ートサンプラーで API4000 に 5 µL 注入し、移動相（0.01％酢酸含有 50％アセトニト
リル水溶液）を流速 0.2 mL/min で、FIA 法（Flow injection analysis）により質量分析
条件（Curtain Gas（CUR）、Ion Source Gas1（GS1）、Ion Source Gas2（GS2）、IonSpray 
Volttage（ISV）、Temperature（TEM）、Collinsion Gas（CAD））の最適化を行った。  
 
1.6. HPLC 条件  
 
移動相は 0.2%ギ酸水溶液（移動相 A）／アセトニトリル（移動相 B）を用いた（23）。
流速は 0.3 mL/min 及びカラム温度は 40°C に設定した。この条件下で Inertsil ODS-SP
（150 × 2.1 mm i.d., 5 µm particle size; GL Science 株式会社 , Tokyo, Japan）、L-column 
ODS（150 × 2.1 mm i.d., 3 µm particle size; 一般財団法人化学物質評価研究機構 , 
Tokyo, Japan）及び Ascentis Express RP-amide カラム（100 × 2.1 mm i.d., 2.7 µm 
particle size; Supelco analytical, Inc., Tokyo, Japan）の 3 種類のカラムについて、釣藤
鈎アルカロイドの溶出を行いピーク形状が良いカラムを分離カラムとして選択した。
HPLC 溶出条件については、選択したカラムを用いて各釣藤鈎アルカロイドの溶出ピ
ークが出来る限り重ならずかつ短時間に溶出が出来るグラジェント条件（移動相 A
と B の割合及び分析時間）を検討した。  
 
1.7. バリデーション方法  
 
本節で開発を試みた LC/MS/MS 分析法の評価は、米国食品医薬品局（FDA）が公
表した生体試料中薬物定量濃度分析法、いわゆるバイオアナリシスの分析法バリデ
ーションに関する一般的指針を示したガイドライン「 Guidance for Industry : 
Bioanalytical Method Validation (2001)」に適合していることを示すため、以下の項目
について検討した。  
 
1.7.1. 選択性  
 
選択性とは、分析対象物質及び内標準物質を生体試料中の他の成分と区別して検
出できる能力と規定されている。そこで、雄及び雌それぞれ 3 匹以上のラットのブ
ランク血漿及びブランク脳試料の多重反応モニタリング（ multiple reaction 
monitoring; MRM）クロマトグラムとそれらに各標準物質及び IS を添加した試料の
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MRM クロマトグラムを比較することによって標準物質及び IS の保持時間付近に現
れる妨害ピークの有無を検討した。判定基準は、測定対象となる標準物質について
は定量下限（ lower limit of quantification; LLOQ）ピーク面積値の 20％以下、 IS につ
いては 5%以下とした。  
 
1.7.2. 検量線の直線性及び LLOQ 
 
検量線用試料（S-1～S-9）を測定し、測定値（測定試料の IS に対するピーク面積
比）と各釣藤鈎アルカロイド成分の濃度（理論値）間に直線性があるか否かを評価
した。  
前処理した検量線用試料は、LC/MS/MS により各濃度 n=1 で 3 セット測定した。
重み付け線形回帰分析は、重み付けなし、1/x 及び 1/x2 （x は血漿または脳における
濃度）の 3 通りについて検討し、判定基準（相関係数 0.995 以上、真度 15%以内）
を満たす重み付けを選択した。LLOQ は判定基準を満たした検量線の最低濃度とした。 
 
1.7.3. 日内再現性及び日間再現性  
 
日内再現性は、検量線用試料（S-1 から S-9）及び  QC 試料（血漿：0.3、3 及び 30 
ng/mL、脳：1.5、15 及び 150 ng/mL）を同一日内で測定し、QC 試料の真度及び精度
より評価した。  
前処理した検量線用試料（各濃度 n=1）及び QC 試料（各濃度 n=3）を LC/MS/MS
により測定し、各濃度の QC 試料の真度（%、測定値÷理論値×100）及び精度（%、
標準偏差÷平均値×100）を算出した。判定基準は真度及び精度がともに 15%以内と
した。  
日間再現性は、検量線用試料及び  QC 試料を 3 日間測定し、QC 試料の真度及び精
度より評価した。算出した QC 試料の真度及び精度は、日内再現性と同様に、判定基
準を真度及び精度がともに 15%以内とした。  
 
1.7.4. 抽出回収率  
 
抽出回収率用標準溶液（R-0.3、R-3 及び R-30）に血漿または脳組織を添加して前
処理を行い、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール含有 0.1%ギ酸水溶液で再溶解した。
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次に血漿または脳組織を予め前処理し、蒸発乾固させた残渣を抽出回収率算出用標
準溶液（RC-0.3、RC-3 及び RC-30）で再溶解した。抽出回収率は、両者を LC/MS/MS
により測定し、比較することにより評価した（各濃度 n = 3）。抽出回収率は次式によ
り算出した。  
 
抽出回収率(%) =
抽出回収率用標準溶液から調製した試料のピーク面積
抽出回収率算出用標準溶液から調製した試料のピーク面積
× 100 
 
1.7.5. マトリックス効果  
 
血漿または脳組織を予め前処理し、蒸発乾固させた残渣をマトリックス効果算出
用標準溶液（M-0.3、M-3 及び M-30）で再溶解した。マトリックス効果は、再溶解調
製試料とマトリックス効果算出用標準溶液を LC/MS/MS により測定し、比較するこ
とにより評価した（各濃度 n = 3）。マトリックス効果は次式により算出した。  
 
マトリックス効果(%)
=
マトリックス効果算出用標準溶液で再溶解した試料の測定値
マトリックス効果算出用標準溶液の測定値
× 100 
 
1.7.6. 安定性  
 
安定性は、短期安定性（室温安定性）、長期安定性、オートサンプラー内安定性及
び凍結融解安定性について検討した。以下にそれらの方法を述べる。  
 
短期安定性  
血漿または脳組織の安定性試料を前処理し、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール
含有 0.1%ギ酸水溶液で再溶解した。次に、4 時間室温で放置した安定性試料を前処
理し、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール含有 0.1%ギ酸水溶液で再溶解した。短期
安定性は、両者を LC/MS/MS により測定し、比較することにより評価した（各濃度
n = 3）。短期安定性は次式により算出した。  
  
短期安定性(%) =
4 時間室温で放置した安定性試料から調製した試料の測定値
放置前の安定性試料から調製した試料の測定値
× 100 
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長期安定性  
血漿または脳組織の安定性試料を前処理し、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール
含有 0.1%ギ酸水溶液で再溶解した。次に、−20°C で 1、2 週間、1、または 2 ヶ月間
保存した安定性試料を前処理し、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール含有 0.1%ギ酸
水溶液で再溶解した。長期安定性は、両者を LC/MS/MS により測定し、比較するこ
とにより評価した（各濃度 n = 3）。長期安定性は次式により算出した。  
 
長期安定性(%) =
−20°C で保存した安定性試料から調製した試料の測定値
保存前の安定性試料から調製した試料の測定値
× 100 
  
オートサンプラー内安定性  
血漿または脳組織の安定性試料を前処理し、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール
含有 0.1%ギ酸水溶液で再溶解した。再溶解した試料は、10°C のオートサンプラー内
に 24 時間放置した。オートサンプラー内安定性は、放置前と放置後の再溶解試料を
LC/MS/MS により測定し、比較することにより評価した（各濃度 n = 3）。オートサン
プラー内安定性は次式により算出した。  
  
オートサンプラー内安定性(%)
=
オートサンプラー内  で保存した前処理後安定性試料の測定値
安定性試料から調製した試料の測定値
× 100 
  
凍結融解安定性  
血漿または脳組織の安定性試料を前処理し、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール
含有 0.1%ギ酸水溶液で再溶解した。次に、凍結融解（−20°C/室温）を 3 回繰り返し
た安定性試料を前処理し、蒸発乾固させた残渣を 5%メタノール含有 0.1%ギ酸水溶液
で再溶解した。凍結融解安定性は、両者を LC/MS/MS により測定し、比較すること
により評価した（各濃度 n = 3）。凍結融解安定性は次式により算出した。  
  
凍結融解安定性(%)
=
凍結融解を 3 回繰り返した安定性試料から調製した試料の測定値
保存前の安定性試料から調製した試料の測定値
× 100 
 
すべての安定性は、100 ± 15% 以内であるとき、安定であると判断した。  
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2. 実験結果  
 
 
2.1. LC/MS/MS 定量法の最適条件  
 
釣藤鈎アルカロイド及び vincamine の質量分析の条件を検討した結果を表 1-1 に
示す。内部標準物質（ IS）は HTI、HTE 及び GM と化学構造が非常に良く似ている
インドール系アルカロイド vincamine を選択した。Q1 及び Q3 のイオン化時の極性
（positive mode 及び negative mode）は Direct infusion 法により検討した。  
各化合物のイオン化は、positive mode のほうが negative mode よりも高い感度が得
られた。この結果から、本試験における成分の同定及び定量を positive mode で実施
したところ、Q1 では、CX が 383.3、ICX が 383.3、RP が 385.3、IRP が 385.3、HTI
が 369.3、HTE が 367.1、GM が 367.2、IS が 355.2 の分子量に 1 プロトン（＋1）が
付加された[M+H]＋が検出され、Q3 では、CX が 160.3、ICX が 160.3、RP が 160.3、
IRP が 160.3、HTI が 144.2、HTE が 144.2、GM が 144.2、IS が 294.3 のフラグメント
が検出された。  
次に、FIA 法により質量分析の条件（CUR、GS1、GS2、ISV、TEM 及び CAD）の
最適化を検討した結果、CUR は 10 psi、GS1 は 40 psi、GS2 は 70 psi 及び CAD は 6 psi
であった。また、 ISV と TEM は 4000 V と 600°C であった。そこで得られた最適な
質量分析条件を一つのメソッドにまとめた MRM 分析メソッドを作成し、HPLC 条件
を検討した。  
HPLC 条件として、まずカラムの選択を溶出ピークの形状を指標に検討した。
Ascentis Express RP-amide カラムが Inertsil ODS-SP 及び L-column ODS カラムより優
れていたことから、Ascentis Express RP-amide カラム（カラム温度 40°C）にて、釣藤
鈎アルカロイド及び vincamine の溶出ピークが出来る限り重ならずかつ短時間で分
析できる移動相のグラジェント条件を流速 0.3 mL/min に設定して検討した。移動相
Ａ（0.2%ギ酸、v/v）に対し移動相 B（アセトニトリル）を  0 min（13%）、12 min（15%）、
14 min（20%,）、24 min（25 %）のグラジェントをかけることにより CX、ICX、RP、
IRP、HTI、HTE、GM 及び IS の保持時間がそれぞれ約 7.3、6.4、8.9、7.6、21.0、19.3、
18.5 及び 4.7 分を示す至適分離条件を得ることができた（表 1-1）。また、最適化し
た HPLC 条件を表 1-2 に示す。本節で最適化した LC/MS/MS 法を以後の分析に用い
た。  
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表 1-1. 釣藤鈎アルカロイド分析のため質量分析条件。  
 
Alkaloids  
Rt 
(min)  
Q1 
(m/z) 
Q3 
(m/z) 
DP 
(V) 
EP 
(V) 
CE 
(eV) 
CXP 
(V) 
Polarity 
CAD 
(psi) 
CUR 
(psi) 
GS1 
(psi) 
GS2 
(psi) 
ISV 
(V) 
TEM 
(°C) 
Corynoxeine (CX) 7.3 383.3 160.4 86 10 45 14 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Isocorynoxeine  
(ICX) 
6.4 383.3 160.3 91 10 43 28 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Rhynchophyllin  
(RP) 
8.9 385.3 160.3 96 10 49 30 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Isorhynchophylline  
(IRP) 
7.6 385.3 160.3 96 10 49 30 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Hirsutine (HTI) 21.0 369.3 144.2 116 10 51 26 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Hirsuteine (HTE) 19.3 367.1 144.2 106 10 51 28 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Geissoschizine  
methyl ether (GM) 
18.5 367.2 144.2 96 10 45 28 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Vincamine (IS) 4.7 355.2 294.3 81 10 39 26 Positive 6 10 40 70 4000 600 
Rt, retention time; DP, declustering potential; EP, entrance potential; CE, collision energy; CXP, 
collision cell exit potential; CUR, curtain Gas; GS1, ion source gas1; GS2, ion source gas2; ISV, 
ionspray voltage; TEM, temperature; CAD collinsion Gas.  
 
表 1-2. 釣藤鈎アルカロイド分析のための HPLC 条件。  
 
項目  条件  
移動相  A：0.2％ギ酸水溶液  B：アセトニトリル  
流速  0.3 mL/min 
グラジェント条件  
 
時間 (min) 0 12 14 24 24.01 29 29.01 34 
A（%）  87 85 80 75 5 5 87 87 
B（%）  13 15 20 25 95 95 13 13 
カラム  Ascentis ExpressRP-amide 100mm×2.1mm 2.7μm 
カラム温度  40°C 
注入量  10 μL 
 
 
図 2には各成分の MRMマススペクトログラムと釣藤鈎アルカロイド成分の開裂部
位を示す。例えば、CX の場合、開裂エネルギーの衝突により CX (MW: 382)のプロ
トン化分子イオン（[M+H]+：m/z 383.3）と主フラグメントイオン（m/z 160.4）が認
められることから、線で示した部位で開裂することが推定された。同様に ICX、RP、
IRP も同じ部位で開裂することが推定された。また、HTI、HTE 及び GM の主フラグ
メントイオンは m/z 144.2 であることから、線で示した部位で開裂することが推定さ
れた。  
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図 2. CX、 ICX、RP、 IRP、HTI、HTE、GM 及び  IS のマススペクトラと想定されるフラグ
メント化部位。  
 
 
2.2. 釣藤鈎アルカロイドの LC/MS/MS 一斉定量法のバリデーション   
 
2.2.1. 選択性の確認  
 
 前項では釣藤鈎アルカロイド成分の LC/MS/MS による定量条件について標準物質
を用いて決定した。しかし、血漿や脳などの試料分析においては生体成分由来の干
渉ピークなどが存在すると同定・定量が困難となる。そこで、対象とする血漿や脳
試料が分析に支障を与えるような干渉ピークが出現するか否かを検討した。雄及び
雌 3 匹以上のラットのブランク血漿及びブランク脳試料とそれらに各標準物質及び
IS を添加した試料について分析をしたところ（図 3）、釣藤鈎アルカロイドを分析し
たブランク血漿（図 3A I-IV）、ブランク脳（図 3D I-IV）及び添加血漿（図 3B I-IV）、
添加脳（図 3E I-IV）の MRM クロマトグラムにおいて、対象成分の保持時間の近く
には目立つ妨害ピークは確認されなかった。また、これら釣藤鈎アルカロイドを含
- 17 - 
む抑肝散を経口投与したラットの血漿（C）及び脳（E）においても干渉ピークは認
められなかった。一方、IS を分析したブランク脳（図 3D V）の MRM クロマトグラ
ムにおいて、4.7 分付近に保持時間を示す IS に対し小さい妨害ピークが認められた
が、そのピーク面積は IS のピーク面積の 0.1％以下であったことから、vincamine を
この分析の IS として用いても問題ではないと判断した。  
 
 
 
図 3. ラット血漿及び脳試料における  (I) CX と  ICX, (II) RP と  IRP, (III) HTI, (IV) HTE と  
GM 及び  (V) IS の MRM クロマトグラム。(A) 薬物を投与していないラットから得られた血
漿サンプル ; (B)  CX, ICX, RP, IPR, HTI, HTE, GM (最終濃度  1 ng/mL) 及び  IS (最終濃度  1 
µg/mL) をスパイクした血漿サンプル ; 及び  (C) 抑肝散  (YKS) 1g/kg 経口投与後 0.5 時間の
血漿サンプル . (D) 薬物を投与していないラットから得られた脳サンプル ; (E) CX, ICX, RP, 
IPR, HTI, HTE, GM (最終濃度  1 ng/mL) 及び  IS (最終濃度  1 µg/mL) をスパイクした脳サン
プル ; 及び  (F) YKS 1g/kg 経口投与後 0.5 時間の脳サンプル。  
 
 
2.2.2. 検量線の直線性及び LLOQ の確認  
 
表 2 には、ラット血漿及び脳の対象成分を算出するための検量線について検討し
た結果を示す。いずれの成分も理論濃度と定量した濃度の間には、重み付け直線回
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帰分析（W=1/x2）において 0.995 以上の高い直線的相関性が認められた。ラット血
漿中のアルカロイド成分測定のための検量線の直線範囲は、CX が 0.3～50 ng/mL、
ICX、RP 及び HTE が 0.05～50 ng/mL、IRP 及び HTI が 0.1～50 ng/mL、そして GM
が 0.03～50 ng/mL であった。また、ラット脳中のアルカロイド成分測定のための検
量線の直線範囲は、すべての成分とも 0.5～250 ng/mL であった。検出成分の S/N 比
を 3 とした時、ラット血漿中アルカロイド成分の検出限界（LLOQ）は、CX が 0.3 ng/mL、
ICX、RP 及び HTE が 0.05 ng/mL、IRP 及び HTI が 0.1 ng/mL、そして GM が 0.03 ng/mL
であった。また、ラット脳中のアルカロイド成分の LLOQ は、いずれの成分も 0.5 
ng/mL であった。この開発した LC/MS/MS 一斉定量法の感度は、既存の HPLC-UV を
用いた従来の定量法に比べ 10 から 100 倍高かった。  
 
 
表  2. ラット血漿及び脳中の釣藤鈎アルカロイドのための検量線、検量線直線範囲及び定量
下限。  
 
Alkaloids 
Plasma  Brain  
Correlation 
coefficient 
(r) 
Calibration 
range 
(ng/mL) 
LLOQ 
(ng/mL) 
 
Correlation 
coefficient 
(r) 
Calibration 
range 
(ng/mL) 
LLOQ 
(ng/mL) 
 
Corynoxeine (CX) 0.998–0.999 0.3–50 0.3  1.000 0.5–250 0.5  
Isocorynoxeine (ICX) 0.995–0.999 0.05–50 0.05  0.995–0.997 0.5–250 0.5  
Rhynchophylline (RP) 0.998–0.999 0.05–50 0.05  0.999–1.000 0.5–250 0.5  
Isorhynchophylline (IRP) 0.996–1.000 0.1–50 0.1  0.998–0.999 0.5–250 0.5  
Hirsutine (HTI) 0.998–0.999 0.1–50 0.1  0.995–0.997 0.5–250 0.5  
Hirsuteine (HTE) 0.995–1.000 0.05–50 0.05  0.997–0.999 0.5–250 0.5  
Geissoschizine 
methyl ether (GM) 
0.996–0.998 0.03–50 0.03  0.995–0.998 0.5–250 0.5  
各データは 3 回測定の平均値を示す。  
 
2.2.3. 日内再現性及び日間再現性の確認  
 
ラット血漿及び脳中の釣藤鈎アルカロイド成分の分析法の日内再現性及び日間再
現性を QC 試料における真度（正確さ）及び精度（バラつき）を調べることにより評
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価した（表 3）。  
血漿 QC 試料中の各成分における日内及び日間再現性の真度は、±9.4%以内であっ
た。また、日内及び日間における精度は、それぞれ 8.6%及び 8.0%以下であった。  
脳 QC 試料中の各成分における日内及び日間再現性の真度は、HTE 以外の各成分
でいずれも±13.3 以内であった。また、日内及び日間分析の精度は、それぞれ 14.9%
及び 15.0%以下であった。HTE の真度は 20%以内であったが、定量下限値付近であ
ることから問題ないとした。  
これらの結果は、確立した LC/MS/MS 一斉定量法が、同一日内及び異なる日間の
繰り返し測定に対して再現性を持って定量できることを示唆した。  
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表  3. ラット血漿及び脳 QC 試料中釣藤鈎アルカロイドの日内及び日間再現性の真度及び精
度。  
 
 
 
2.2.4. 抽出効率及びマトリックス効果の確認  
 
血漿または脳試料中の各釣藤鈎アルカロイドの標準物質を除タンパクプレートで
前処理したものとそうではないものを比較することにより、除タンパクプレートの
前処理による抽出回収率を評価した（表 4）。  
血漿からの対象成分の抽出回収率は、0.3 ng/mL 標準溶液（R-0.3）添加群で 87.0
～102.2%、3 ng/mL（R-3）群で 70.7～78.1% 及び 30 ng/mL（R-30）群で 84.7～88.9% 
Alkaloids 
Plasma  Brain  
Nominal 
concentration 
(ng/mL) 
Intra-day  Inter-day  
Nominal 
concentration 
(ng/mL) 
Intra-day  Inter-day  
Accuracy 
(%) 
RSD 
(%) 
 
Accuracy 
(%) 
RSD 
(%) 
 Accuracy 
(%) 
RSD 
(%) 
 
Accuracy 
(%) 
RSD 
(%) 
 
Corynoxeine 0.3 94.1 2.9  98.2 5.8  1.5 109.6 14.2  101.8 10.7  
3 99.3 3.2  104.3 6.8  15 102.7 3.6  103.8 1.0  
30 94.7 1.3  96.1 3.7  150 90.7 6.6  95.1 4.4  
Isocorynoxeine 0.3 109.0 4.5  101.7 6.4  1.5 96.7 12.4  98.0 2.4  
3 107.6 1.7  98.4 8.0  15 97.8 7.7  106.7 7.8  
30 109.4 1.2  100.6 7.7  150 105.6 4.4  104.4 8.8  
Rhynchophylline 0.3 94.4 2.3  98.3 3.6  1.5 108.0 14.6  100.7 8.0  
3 95.0 3.3  99.6 6.2  15 100.7 1.8  101.1 0.8  
30 94.9 1.0  97.3 3.2  150 93.3 8.6  96.8 3.4  
Isorhynchophylline 0.3 100.6 2.8  98.7 2.0  1.5 105.3 14.9  100.2 6.7  
3 104.4 7.1  103.7 3.9  15 100.9 1.4  105.3 4.2  
30 101.2 4.2  101.7 3.5  150 94.9 4.0  97.9 3.8  
Hirsutine 0.3 102.9 3.1  101.4 1.7  1.5 113.3 14.8  102.2 13.6  
3 101.9 2.4  101.0 6.8  15 100.2 7.4  96.2 4.2  
30 100.9 0.5  99.1 2.9  150 93.6 8.7  99.0 5.0  
Hirsuteine 0.3 100.2 1.7  99.6 4.6  1.5 119.8 13.1  103.3 15.0  
3 97.2 4.0  97.7 3.3  15 102.9 9.7  99.6 3.0  
30 96.6 0.7  94.6 1.9  150 93.1 12.9  98.1 5.7  
Geissoschizine 
methyl ether 
0.3 102.7 8.6  100.6 1.9  1.5 112.7 8.7  103.3 10.6  
3 99.2 4.1  99.4 2.7  15 98.9 3.0  94.2 4.6  
30 100.0 2.3  97.3 3.1  150 93.6 4.3  99.8 7.1  
 
(CX) 
(ICX) 
(RP) 
(IRP) 
(HTI) 
(HTE) 
(GM) 
各データは 3 回測定の平均値を示す。 
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であった。また、脳からの抽出回収率は、1.5 ng/mL 群で 76.5～91.2%、15 ng/mL 群
で 70.0～90.7%、150 ng/mL 群で 81.6～105.3%であった。このように血漿及び脳とも
に 70%以上の高い抽出回収率であった。  
質量分析を用いる分析法では、生体試料中のマトリックス由来成分の影響で分析
対象成分の感度が変動する場合がある。影響を及ぼすと考えられるマトリックス由
来成分の有無や量は個体ごとに異なる可能性があることから、個別の生体試料用い
て算出したマトリックス効果（変動）が個体間で大きく異ならないことを確認する
必要がある。  
表 4 には、分析対象成分に対するラット血漿及び脳中のマトリックス効果を示す。
ラット血漿及び脳の各分析成分に対するシグナル抑制（表 4 の Plasma 及び Brain の
Matrix effect の項参照）は、それぞれ 44.9～93.9 及び 35.3～85.0%であった。血漿及
び脳の ICX 及び IRP と脳の HTI、HTE 及び GM のシグナルに比較的強い影響がみら
れたが、精度は 15%以下でバラつきは少なく、個体間でのマトリックス効果は大き
く異ならないことが判明した。各成分の LLOQ（血漿：0.03～0.1 ng/mL、脳：0.5 ng/mL）
も低く、今回の結果からも分析系の感度には影響を与えないと考えられた。  
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表 4. ラット血漿及び脳中の釣藤鈎アルカロイドの抽出効率及びマトリックス効果。  
 
 
 
 
2.2.5. 安定性の確認  
 
ラット血漿及び脳中の各々の分析対象成分の短期安定性（4 時間室温放置）、長期
安定性（−20°C で 1、2 週間、1、及び 2 ヶ月間保存）、オートサンプラー内安定性（10°C 
で 24 時間オートサンプラー内放置）及び凍結融解安定性（−20°C/室温の凍結融解の
3 回繰り返し）について検討した。  
各々の分析対象成分の短期及び長期安定性は、それぞれ血漿においては 94.0～
105.8%及び 89.5～110.0%、そして、脳においては 92.7～111.7%及び 86.5～102.4%で
あった。  
Alkaloids 
Plasma 
 
Brain 
 
Nominal 
concentration 
(ng/mL) 
Recovery 
(%) 
RSD 
(%) 
Matrix effect 
(%) 
 
Nominal 
concentration 
(ng/mL) 
Recovery 
(%) 
RSD 
(%) 
Matrix effect 
(%) 
Corynoxeine 0.3 97.9 ± 3.2 3.3 79.7 ± 5.4  1.5 89.3 ± 7.7 8.7 73.2 ± 5.8  
3 77.9 ± 11.5 14.7 84.1 ± 3.3  15 84.3 ± 2.8 3.3 73.1 ± 1.2  
30 86.3 ± 1.3 1.5 93.9 ± 2.3  150 87.7 ± 0.9 1.0 85.0 ± 3.3  
Isocorynoxeine 0.3 99.1 ± 0.8 0.8 44.9 ± 1.6  1.5 91.2 ± 8.4 9.2 35.7 ± 1.3  
3 70.7 ± 10.1 14.2 47.8 ± 3.1  15 90.7 ± 5.6 6.2 35.3 ± 1.2  
30 84.7 ± 3.5 4.1 50.6 ± 2.6  150 105.3 ± 7.5 7.1 42.4 ± 1.7  
Rhynchophylline 0.3 102.2 ± 1.7 1.6 88.2 ± 1.8  1.5 85.5 ± 7.0 8.2 71.0 ± 4.7  
3 74.3 ± 8.9 12.0 86.5 ± 3.0  15 82.2 ± 2.9 3.5 73.1 ± 1.5  
30 88.9 ± 1.2 1.4 88.4 ± 4.0  150 87.6 ± 2.0 2.3 81.2 ± 5.6  
Isorhynchophylline 0.3 98.6 ± 4.2 4.2 62.6 ± 7.1  1.5 86.4 ± 5.9 6.8 51.0 ± 1.7  
3 78.1 ± 11.6 14.9 65.2 ± 1.0  15 86.3 ± 1.4 1.7 52.9 ± 0.5  
30 87.0 ± 2.5 2.9 69.8 ± 2.6  150 92.3 ± 2.7 2.9 63.6 ± 1.8  
Hirsutine 0.3 96.6 ± 4.2 4.3 88.0 ± 4.7  1.5 77.8 ± 7.0 9.0 40.1 ± 2.1  
3 73.3 ± 9.2 12.6 89.5 ± 1.0  15 83.6 ± 8.6 10.3 41.0 ± 0.7  
30 85.1 ± 1.9 2.3 84.0 ± 0.8  150 81.6 ± 9.6 11.7 43.8 ± 1.0  
Hirsuteine 0.3 87.0 ± 3.8 4.3 91.8 ± 4.1  1.5 76.5 ± 8.3 10.9 43.3 ± 1.7  
3 73.9 ± 10.6 14.3 90.8 ± 0.5  15 89.9 ± 9.4 10.4 45.9 ± 0.8  
30 85.4 ± 2.5 2.9 89.5 ± 2.1  150 83.0 ± 10.1 12.2 49.0 ± 0.7  
Geissoschizine 
methyl ether 
0.3 90.9 ± 3.1 3.5 92.2 ± 1.3  1.5 80.6 ± 9.9 12.3 55.3 ± 2.1  
3 71.4 ± 10.0 14.0 92.9 ± 2.9  15 70.0 ± 9.7 13.9 53.0 ± 0.9  
30 86.3 ± 0.7 0.9 90.8 ± 2.5  150 87.1 ± 3.0 3.4 55.5 ± 0.3  
 
(CX) 
(ICX) 
(RP) 
(IRP) 
(HTI) 
(HTE) 
(GM) 
各データは平均  ± 標準偏差を示す  (n = 3)。 
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各々の分析対象成分のオートサンプラー内の安定性は、血漿においては 88.6～
114.1%、脳においては 88.4～108.1%であった。  
凍結融解安定性は、血漿では 93.0～108.0%、脳では 98.2～114.4%であった。  
異なる保存状況下のラット血漿及び脳中のすべての分析対象成分の安定性は、最初
の濃度（血漿、0.3、3 及び 30 ng/mL; 脳、1.5、15 及び 150 ng/mL）の 100 ± 15%以
内であった。安定性試験の結果は、すべての分析対象成分がサンプル調製、サンプ
ル保管及びサンプル調製後から測定終了までの間に遭遇しそうな状況下（2 か月間の
冷凍保存、4 時間室温放置、−20°C/室温の凍結融解の 3 回繰り返し及び 24 時間オー
トサンプラー内放置）で安定だったことを示している。  
 
 
3. 小括  
 
本節では、釣藤鈎の薬効成分である７種のアルカロイド（CX、 ICX、RP、 IRP、
HTI、HTE 及び GM）の LC/MS/MS による特異的な高感度一斉定量法を確立し、信頼
性が高い測定値を得るためのバリデーションを行った。  
開発した釣藤鈎アルカロイドの LC/MS/MS 一斉定量法は、FDA のガイドラインの
基準を満たし、精度良く定量できる分析系であることが保証できた。また、ラット
血漿及び脳の測定試料中の釣藤鈎アルカロイド成分は、2 か月間以内の−20°C での冷
凍保存、実験中の試料の暴露環境（4 時間室温放置、24 時間オートサンプラー内放
置及び−20°C/室温の凍結融解の 3 回繰り返し）において安定であり、この条件下で
保存された試料を測定することにより信頼性のある定量値が担保できると考えられ
た。  
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第 2 節 
 
 
釣藤鈎アルカロイド成分の血漿中及び脳中濃度  
 
 
第 1 節では、LC/MS/MS を用いた 7 種のインドール系及びオキシインドール系ア
ルカロイドの特異的高感度一斉定量法を確立した。  
本節では、第 1 節で開発した測定法を構成生薬として釣藤鈎を含む漢方薬・抑肝
散の薬物動態研究に応用した。  
抑肝散は神経症、不安、夜なきなどの効能・効果があり、近年、認知症の周辺症
状、特に動揺、攻撃性、短気、不安定、幻覚（18, 24, 25）及び睡眠障害（20）など
の陽性症状に有用であると報告されている。その薬理作用として、グルタミン酸及
びセロトニン神経系是正作用、細胞保護作用及び可塑性などの多くの作用機序が報
告されている（5, 9, 16）。その作用には釣藤鈎アルカロイドが大きく関与しているこ
とが主に in vitro 試験で報告されている（5, 8, 21）。我々は抑肝散を経口投与したラ
ットの血漿及び脳中で一部のアルカロイド成分が検出されることを既に報告してい
るが（22）、これまでに薬物動態に関する詳細な検討は全くなされていない。そこで、
本節の目的は抑肝散投与ラットにおいて釣藤鈎由来のアルカロイド成分の経時的な
血漿及び脳中濃度の変化を測定することにより、釣藤鈎アルカロイドの薬物動態を
明らかにすることである。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物及び試薬  
 
釣藤鈎アルカロイド成分（CX、ICX、RP、IRP、HTI、HTE 及び GM）及び成分測
定に用いたその他の試薬等は、第 1 章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の
項に記載したものを用いた。釣藤鈎を含む 7 種の生薬（蒼朮 4.0 g、茯苓 4.0 g、川芎
3.0 g、当帰 3.0 g、柴胡 2.0 g、甘草 1.5 g 及び釣藤鈎 3.0 g）で構成される抑肝散エキ
ス末は株式会社ツムラ（ Ibaraki, Japan）から供給された。抑肝散エキス中の各釣藤鈎
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アルカロイドの含量は、エキス 1g 中 CX が 16.3 µg、ICX が 6.43 µg、RP が 20.7 µg、
IRP が 6.27 µg、HTI が 44.3 µg、HTE が 65.9 µg 及び GM が 64.1 µg である。  
 
1.2. 実験動物  
 
チャールズ・リバー株式会社（Atsugi, Japan）より購入した 6 週齢の雄の SD ラッ
ト（体重 180g ～  210ｇ）を１週間予備飼育した後、実験に用いた。これらの動物は、
室温 20°C～26°C、湿度 30%から 70%、12 時間明 /暗サイクル（明期 07:00–19:00）の
飼育環境下にて通常固形試料及び水を自由摂取させ、群飼（4 匹のラット /ケージ）
飼育した。  
 
1.3. 実験デザイン  
 
ラットは一晩（16 時間）絶食させ実験に用いた。抑肝散エキス粉末は、0.25、1、
または 4 g/10 mL になるよう蒸留水に懸濁させ調製した。調製した各種濃度の抑肝散
水溶液（0.25、1、または 4 g/10 mL）を 0.25、1 及び 4 g/kg 用量で経口投与した（各  
n=3）。これら用量はマウス及びラットの薬理研究に基づいて決定した（5, 27, 28, 29）。
抑肝散を投与したラットは投与後 0.25、0.5、1、2、4、8、及び 24 時間後にジエチ
ルエーテル麻酔下で開腹し、腹大動脈からヘパリン処理シリンジを用いて採血した。
血液を 1700×g、4°C で 15 分間遠心分離して得た血漿は、分析まで－20°C で保存し
た。また、脳（小脳、延髄及び嗅球を除く大脳）は採血／放血した後直ちに摘出し
－20°C で凍結保存した。脳は後日 4 倍量（w/w）の水を加えた後、ホモジナイザー
（T10 basic ULTRA-TURRAX®, IKA）でホモジナイズした。  
血漿またはホモジナイズ試料の前処理は、第 1 章第 1 節の実験方法「1.4. 試料の
調製」の項に記載した方法で行った。得られた再溶解試料を LC/MS/MS システムに
よる釣藤鈎のアルカロイド成分分析に用いた。  
薬物動態学的パラメータは、Phoenix WinNonlin Ver. 6.3（Certara G.K.、USA）を使
って概算した。薬剤投与の後の各成分の最大濃度（Cmax）と最大濃度到達時間（ tmax）
は、測定値の平均値として算出した。血漿濃度–時間曲線下面積（AUC0-∞）は、0 時
間から無限で計算した。消失半減期（ t1/2）は、 loge2/ke（ke は消失速度定数）によっ
て計算した。算出された各パラメータは平均±標準偏差で示した。  
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1.4. LC/MS/MS による釣藤鈎アルカロイドの定量法  
 
本試験における血漿及び脳内の釣藤鈎アルカロイド成分分析は、第 1 章第 1 節の
実験方法に述べた LC/MS/MS システムを用いて行った。LC/MS/MS による定量は、
第 1 章第 1 節の実験結果「2.1. LC/MS/MS 定量法の最適条件」の項に記載してある条
件で行った。また、測定値の信頼性は、第 1 節のバリデーションで証明した条件下
で測定した。  
 
 
2. 実験結果 
 
2.1. 釣藤鈎アルカロイド成分の血漿中薬物動態  
 
抑肝散（0.25、1 及び 4 g/kg）を経口投与したラットにおける血漿中の７種の釣藤
鈎由来アルカロイド成分の経時的濃度変化を図 4 に、また、各成分の薬物動態学的
パラメータを表 5 に示す。  
検出を試みた 7 種のアルカロイド成分の内、抑肝散投与後に検出された成分は RP、
HTI、HTE 及び GM の 4 種類であった。今回検出されなかった CX、ICX 及び IRP の
血漿中濃度は、検出限界（LLOQ：0.3、0.05 及び 0.1 ng/mL）未満であった。  
血漿中に検出されたアルカロイドの tmax は、RP で 0.42 時間から 1.0 時間、HTI で
0.50 時間から 0.83 時間、HTE で 0.50 時間から 2.0 時間、及び GM で 0.42 時間から
0.67 時間であった。各成分の t1/2 は、RP で 1.4 時間、HTI で 3.4 時間、HTE で 1.9 か
ら 3.6 時間、及び GM で 1.5 から 2.0 時間であった。  
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図 4. ラットに抑肝散を 0.25, 1 及び 4 g/kg で経口投与した後の血漿中 RP, HTI, HTE 及び GM
の濃度。各値は平均  ± 標準偏差を示す（n = 3）。  
 
表 5. ラットに抑肝散を 0.25, 1 及び 4 g/kg で経口投与した後の血漿中及び脳中の釣藤鈎アル
カロイドの薬物動態パラメーター。  
 
 Alkaloids 
Dose 
(g/kg) 
AUC0–∞  
(ng∙hr/mL)  
Cmax 
(ng/mL) 
tmax 
(hr) 
t1/2 
(hr) 
Plasma 
 
Rhynchophylline 
(RP) 
0.25 – – – – 
1 0.0544 ± 0.0102 0.0759 ± 0.0157 0.42 ± 0.14 NCa 
4 0.656 ± 0.137 0.274 ± 0.103 1.0 ± 0.8 1.4 ± 0.4 
 
 
Hirsutine 
(HTI) 
0.25 – – – – 
1 0.149 ± 0.051 0.160 ± 0.044 0.50 ± 0.00 NCa 
4 1.59 ± 0.19 0.381 ± 0.083 0.83 ± 0.29 3.4 ± 1.4 
 
 
Hirsuteine 
(HTE) 
0.25 0.0829 ± 0.0758 0.125 ± 0.066 0.50 ± 0.00 NCa 
1 0.531 ± 0.062 0.263 ± 0.042 0.67 ± 0.29 1.9 ± 0.7 
4 2.08 ± 0.39 0.529 ± 0.085 2.0 ± 1.7 3.6 ± 2.9 
 
 
Geissoschizine 
methyl ether 
(GM) 
0.25 0.441 ± 0.160 0.261 ± 0.083 0.50 ± 0.00 2.0 ± 0.9 
1 1.62 ± 0.20 0.884 ± 0.273 0.42 ± 0.14 1.5 ± 0.8 
4 6.79 ± 1.31 1.98 ± 0.43 0.67 ± 0.29 1.6 ± 0.5 
Brain 
 
Geissoschizine 
methyl ether 
(GM) 
0.25 – – – – 
1 – – – – 
4 2.90 ± 0.65 1.18 ± 0.32 0.50 ± 0.00 3.4 ± 2.0 
各データは平均  ± 標準偏差を示す  (n = 3)。 a NC は計算不可を示す。  
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2.2. 釣藤鈎アルカロイド成分の脳内薬物動態  
 
抑肝散（0.25、1 及び 4 g/kg）を経口投与したラットにおける脳中の７種の釣藤鈎
由来アルカロイド成分の経時的濃度変化を図 5 に、また、各成分の薬物動態学的パ
ラメータを表 5 に示す。  
検出を試みた７種のアルカロイド成分の内、抑肝散投与後に検出された成分は GM
の 1 種類のみであった。今回検出されなかった GM 以外の脳中濃度は、検出限界
（LLOQ：0.5 ng/mL）未満と推察された。  
脳で検出された GM の濃度‐時間曲線のパターンは、血漿と類似しており、GM の
の tmax は 0.50 時間、 t1/2 は 3.4 時間であった。 tmax 及び t1/2 はそれぞれ 0.50 及び 3.4h
であった（表 5）。脳中の GM の AUC0-∞及び Cmax は、血漿中の AUC0-∞及び Cmax のそ
れぞれ 42.7 及び 59.6%を示した。  
 
 
 
図 5. 抑肝散を 0.25, 1, and 4 g/kg で経口投与した後のラット脳中の GM 濃度。  
各値は、平均  ± 標準偏差を示す  (n = 3)。  
 
 
3. 小括  
 
抑肝散を経口投与したラットを用いて釣藤鈎アルカロイドの薬物動態学的研究を
行った。血漿中には標的とした７種の釣藤鈎アルカロイド成分の内、RP、HTI、HTE
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と GM が検出されたが、脳で検出された成分は GM だけであった。  
この結果は、抑肝散投与ラットでは GM が釣藤鈎アルカロイド成分のなかで中枢
作用に大きく貢献している成分であることを示唆した。  
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考察 
 
 
漢方薬の薬物動態を明らかにすることはこれまでの漢方研究の大きな課題である。
それは漢方薬が多成分系生薬の合剤で、かつ含有成分濃度が低いためである。その
ため、この課題を解決するためには先ず活性成分を明確にし、服用後の血液や脳な
どの標的組織において、それら成分を検出するための特異的な高感度分析法を確立
することが必須である。  
近年、認知症の周辺症状（BPSD）治療に釣藤鈎を構成生薬として含有する漢方薬・
抑肝散が広く臨床で用いられている（18, 20, 24, 25）。釣藤鈎アルカロイドはその薬
理活性成分として重要な役割を果たしていると考えられている（5, 8, 21）。また、釣
藤鈎を構成生薬としている漢方薬には抑肝散の他にも抑肝散加陳皮半夏、釣藤散や
七物降下湯などがある。しかし、その薬物動態にいてはほとんど知られていないの
が現状である。本研究の目的は、釣藤鈎アルカロイドに的を絞り、その薬物動態を
明らかにすることである。  
そこで、本章第１節では動態研究の基盤となる釣藤鈎アルカロイド（CX, ICX, RP, 
IRP, HIT, HTE 及び GM の 7 成分）の LC/MS/MS による特異的高感度一斉定量法の確
立を試みた。LC/MS/MS 法は LC カラムで分離した成分を開裂エネルギーの衝突によ
りイオン化した標的成分とその主なフラグメントの質量を同時に検出することによ
り特異的に同定する方法である。Positive mode と negative mode で対象成分のそれら
を比較したところ、positive mode のほうが高い感度を示したことから、positive mode
に固定して分析条件を検討した。しかし、CX と ICX、RP と IRP、 及び HTE と GM
の 3 組はいずれも異性体であることから、検出される成分及びフラグメントの分子
量は全く同じであり、識別は困難であった。そこで、成分の分離能を高めるため、
一般的に用いられている C18 カラムから残存シラノール塩基性化合物の相互作用の
減少効果が知られている Ascentis Express RP-amide カラムに切り替えた。その結果、
これらのピークの形状がシャープになり異性体の完全分離を可能にし、加えて感度
もより高めることができた。  
LC移動相の検討では最初メタノールを用いたが、カラム圧が高くなり過ぎるため、
粘性の弱いアセトニトリルを選択した。LC/MS/MS 注入直前のサンプル内残渣溶解
処理（サンプル前処置）についても検討を加え、0.5%メタノール含有ギ酸溶液に決
定した。最終至適濃度として 0.5%メタノール含有させることにより、ギ酸のみで溶
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解した際に認められた MRM クロマトグラム上の CX のピーク割れを改善することが
できた。  
以上のように釣藤鈎アルカロイド成分を同定・定量する LC/MS/MS 条件を検討し
た結果、最終的に方法の項「LC/MS/MS システム」および「表 1-1 および表 1-2」に
記載した一斉分析法を確立した。  
次に、この分析法が実際の生体サンプル測定に応用が可能か否かをラット血漿及
び脳のブランクサンプル又は標準物質のスパイクサンプルを用いて更に検討したと
ころ、対象成分の同定やシグナルに影響を与えるような干渉ピークの出現やマトリ
ックスによるシグナル抑制は認められなかった。この結果から、本法が生体試料測
定に応用可能であることが示唆された。また、これらの検討から 0.5～250 ng/mL の
広範囲で直線性を示す検量線を設定することができ、その検出限界は、対象７成分
とも 0.5 ng/mL であり、これまでの UV 測定法と比べ 10～100 倍高い感度であった。 
また、開発した測定法を生体サンプル測定に応用するためには、この測定法から
得られる定量値を担保するためのバリデーションを取らなければならない。本節で
は確立した分析法の選択性、定量下限、日内再現性、日間再現性、抽出回収率、マ
トリックス効果及び試料の安定性などを検討し、分析法をバリデートした。このよ
うにして釣藤鈎アルカロイド測定のための本 LC/MS/MS 測定法は構築されたもので
ある。  
第 2 節では、第 1 節において開発した釣藤鈎アルカロイドの LC/MS/MS 分析法を
用いて、抑肝散を経口投与したラットの血漿中及び脳中の釣藤鈎アルカロイドを定
量することにより、釣藤鈎アルカロイド成分の薬物動態を検討した。その結果、抑
肝散（0.25、1 及び 4 g/kg）処置ラットの血漿中では、標的とした７種のアルカロイ
ドの内 4 種（RP、HTI、HTE 及び GM）が検出された（図 4）。血漿成分濃度の調整
には多くの要因が関与している。その要因の 1 つとして、抑肝散エキス中の釣藤鈎
アルカロイド含量（エキス 1g 中 CX 16.3 µg、ICX 6.43 µg、RP 20.7 µg、IRP 6.27 µg、
HTI 44.3 µg、HTE 65.9 µg、GM 64.1 µg）が非常に低いうえに、CX、ICX、RP 及び IRP
含量が HTI、HTE 及び GM 含量より少ないことが挙げられる。CX、ICX 及び IRP は
今回検出されなかったが、これら成分は吸収されないと結論付けることはできない。
本結果は、これら成分は血中に吸収されたとしても、LLOQ に満たない微量であるこ
とを示唆するものである。  
血漿中に検出された 4 種アルカロイド（RP、HTI、HTE 及び GM）の tmax は、0.42
から 2.0 時間、t1/2 は、tmax の 1.4 から 3.6 時間後であった（表 5）。アルカロイド成分
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の吸収、分布、代謝及び排出などについてはまだ明確にされていないが、これらの
結果は、RP、HTI、HTE 及び GM は経口投与された後、早い時点で吸収、代謝及び
排出されることを示唆している。  
最近、ラットを用いた研究で経口投与された RP 及び IRP が 3 時間後に最高血漿中
濃度に達した後、オキシインドール環の C-10 位または C-11 位が水酸化されグルク
ロン酸抱合体となり速やかに胆汁中に排泄されることが報告された（29, 30）。さら
に、HTE や GM と非常に類似構造を示すインドールアルカロイドの一つヨヒンビン
もまたヒトにおいて経口投与後、速やかに血漿中に出現し、数時間以内に C-10 位ま
たは C-11 位の水酸基を持つ代謝物に変換され血漿中から消失していく（31）。これ
らの報告から、抑肝散投与後の血漿中 RP、HTI、HTE 及び GM も同部位で水酸化さ
れ、グルクロン酸抱合体として排出されている可能性が推察される。  
釣藤鈎を構成生薬として含んでいる漢方薬・釣藤散の降圧作用機序として、RP、
HTI、HTE 及び GM などのアルカロイド成分による血管内皮細胞の一酸化窒素（NO）
活性や Ca2+拮抗を介した血管拡張作用が関与していることがラット摘出血管を用い
た in vitro 研究で示唆されている（14）。今回これら釣藤鈎アルカロイド成分が血液
中で検出された結果は、これらが活性成分である可能性を支持するものである。ま
た、本研究では血中へ吸収されたアルカロイド成分の内、GM が効率的に脳へ移行し
ていることを示した（図 5）。我々はすでに GM が BBB を透過すること（22）、その
透過性は 7 種アルカロイド成分の中で一番高いことを報告している（9）。これらの
結果を併せると、抑肝散の 5-HT1A 受容体パーシャルアゴニスト作用（5, 32）、グル
タミン酸誘発神経細胞死保護作用（16, 27）などの向精神作用に GM が活性成分とし
て作用していることを強く支持した。  
今回開発した釣藤鈎アルカロイド成分の特異的高感度 LC/MS/MS 一斉定量法は、
今後、抑肝散だけでなく釣藤鈎を構成生薬として含む抑肝散加陳皮半夏、釣藤散及
び七物降下湯などの動物さらにはヒトでの薬物動態学的研究に幅広く応用される分
析法である。  
以上、本報は釣藤鈎アルカロイド成分の特異的高感度 LC/MS/MS 一斉定量法を開
発し、釣藤鈎アルカロイドの薬物動態を明らかにした最初の報告である。  
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第 2 章 
 
 
GM の薬物代謝  
 
 
はじめに 
 
 
第 1 章では抑肝散を用いて釣藤鈎アルカロイド成分のラットにおける薬物動態を
検討し、図 6 に示したカイソシジンメチルエーテル（GM）が、検討した 7 種のアル
カロイドの中で、唯一脳中で検出されることを示した。これらのアルカロイド成分
に関するこれまでの血管拡張作用（12, 13, 14）、各種セロトニン受容体結合作用（5, 8, 
32）及び神経細胞保護作用（15, 16）などの in vivo 及び in vitro 研究でも GM が 7 種
のアルカロイドの中で最も薬効力価の高いことが報告されている（5, 32）。  
 
図 6. GMの化学構造。 
 
経口投与された薬物のほとんどは、肝臓で初回通過効果（肝代謝）を受け、代謝
を免れ血中に移行した未変化体が活性本体として薬理作用を示す（中にはプロドラ
ッグとして投与されその代謝物が活性体となる薬物もある）。このように GM の薬効
力価も、少なくとも肝代謝の影響を受けているはずである。GM と構造が類似してい
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る HTIや HTE はラット肝ミクロソームのシトクロム P450s（Cytochrome P450s; CYPs）
によって代謝されることが報告されている（23）。この知見は GM もまた CYPs など
のような酵素によって代謝されることを推察させる。最近、抑肝散を投与したラッ
トの尿中で GM 代謝物として 18-ヒドロキシ GM が同定された（33）。しかし、その
他に GM の代謝に関する報告は全く認められない。GM の代謝プロファイルを明確に
することは、薬効や他剤との併用による薬物相互作用を考える上で非常に重要であ
る。  
代謝物の構造を決定するためには、核磁気共鳴（NMR）技術が用いられることが
多いが、NMR で構造を決定するためには精製した大量の代謝物が必要である。また、
数多くの代謝物が生成される場合には、それらの分離が困難というデメリットがあ
る。そこで、最近では、これらのデメリットを克服するため、前章で用いた LC/MS/MS
技術が代謝物の分離と同定に頻繁に使われるようになった。  
そこで、本章第 1 節では、GM の代謝プロファイルを明らかにするため、ラット及
びヒト肝ミクロソームによって GM からどのような代謝物が生成されるかを前章で
開発した LC/MS/MS 分析法を用いて検討した。第 2 節では、ヒト肝ミクロソームに
よって生成された代謝物に関与する代謝酵素（CYPs）の同定を試みた。さらに第 3
節では、脳内での GM 代謝物の存在について検討を加えた。  
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第 1 節 
 
 
肝ミクロソームにおける GM 代謝物の同定 
 
 
釣藤鈎を構成生薬とする漢方薬の薬物動態として、その薬効に大きく寄与する釣
藤鈎アルカロイド成分である GM の代謝プロファイルを明確にすることは、薬効や
他剤との併用による薬物相互作用を考える上で非常に重要である。  
そこで、本節では、第 1 章で開発した LC/MS/MS 分析法を用いてラット肝ミクロ
ソームとヒト肝ミクロソームにおいて生成される GM の代謝物を同定した。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物及び試薬  
 
GM 代謝物測定に用いた GM 及び合成された 23-O-脱メチル GM 及び 25-O-脱メチ
ル GM [(±)-geissoschizine]は株式会社ツムラ  生産本部  漢方製剤開発センター  漢方
品質設計部  生薬品質設計グループ（ Ibaraki, Japan）より供給された。酢酸エチルは
和光純薬工業株式会社  (Osaka, Japan) より購入した。その他の試薬は第 1 章第 1 節
の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項に記載したものを使用した。Nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH)生成系は、BD Gentest (Woburn, MA, USA)より
購入した。  
 
1.2. ラット及びヒト肝ミクロソーム  
 
ラット及びヒト肝ミクロソーム代謝試験に用いた雄性 Sprague-Dawley (SD)ラット
の肝ミクロソームは、BD Gentest (Woburn, MA, USA)より購入した。ヒト肝ミクロソ
ーム（50 ドナーのプール、20 mg 蛋白 /mL）は、Gibco-BRL/Life Technologies, Inc. (Grand 
Island, NY, USA)より購入した。  
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1.3. ラット及びヒト肝ミクロソームにおける GM の代謝反応試験法  
 
ラット及びヒト肝ミクロソームは、氷の上で慎重に解凍し、直ちに実験に使用し
た。GM と肝ミクロソームの反応は、既に述べられた方法を改変して行った（23）。
すなわち、それらの肝ミクロソーム（最終濃度  0.5 mg/mL）を 100 mM リン酸カリウ
ム緩衝液（pH 7.4）で溶解した GM（最終濃度  20 µM）溶液に加え、37°C で 3 分間
のプレインキュベーションをした。その後、NADPH 生成系をそこに添加することに
より代謝反応（総反応量：250 µL）を開始した。ミクロソーム代謝反応に用いたイ
ンキュベーション時間は 0、5、10、20、30、40 及び 60 分間の予備試験を行い、十
分な GM 代謝物ピークが得られた 60 分間に決定した。60 分間の反応インキュベーシ
ョン後に等量の酢酸エチルを加えることによって代謝反応を停止させた。基質また
は NADPH 生成系を含まないコントロール試料についても同様に行った。反応停止溶
液は、3 分間ボルテックスで撹拌した後、遠心分離（4°C、5 分間、16,000×g）し上
清を得た。この酢酸エチルによる抽出操作を、三回繰り返した。三回の抽出のより
集められた上清は、窒素噴霧下で 40°C で蒸発乾固した。乾燥残渣は、200 µL の 5%
メタノール含有 0.2%ギ酸水溶液で再溶解し、ボルテックスで撹拌した。この溶解液
の一部（10 µL）を LC/MS/MS システムによる代謝物分析に用いた。  
  
1.4. GM 及びその代謝物の LC/MS/MS 分析条件  
 
GM 代謝物の同定は、第 1 章で開発した LC/MS/MS 分析法を用いた。LC/MS/MS
による分析条件は、第 1 章第 1 節の実験結果「2.1. LC/MS/MS 定量法の最適条件」の
項に記載してある条件に設定した。  
GM 代謝物の MS/MS (MS2) データは、positive ion mode 下で Information Dependent 
Acquisition（IDA）測定を行い取得した。IDA 測定は、サーベイスキャンとして Selected 
Reaction Monitoring（SRM）スキャンを使用し、サーベイスキャン信号が 200cps を超
えた時、Enhanced Product Ion（EPI）スキャンで信号を増幅させた。EPI スキャン率
は、3000 amu/s で、10–500 amu のスキャン範囲を選択した。MS の許容度は、250 mmu
に設定した。衝突エネルギー（CE）は、15eV の幅で 30、50 及び 70eV で設定した。
Declustering 電位は 30V に設定し、Dynamic fill time 機能を使用した。  
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1.5. 脱メチル GM の同定法  
 
23-O-脱メチル GM 及び(±)-geissoschizine 標品は、メタノールで溶解し 100 µg/mL
濃度の保存ストック溶液を調製した。保存溶液は、5%メタノール含有 0.2%ギ酸水溶
液で希釈し、さらに 100 ng/mL 濃度に調製した。その 10 µL を LC/MS/MS システム
に注入し各標品代謝物（m/z 353.2）の抽出イオン LC/MS/MS クロマトグラムを得た。
GM と肝ミクロソーム反応後に得た「前項 1.3.」の代謝物抽出液も同様に LC/MS/MS
システムに注入し、m/z 353.2 イオンの抽出イオン LC/MS/MS クロマトグラムを得た。
これらを比較することにより 23-O-脱メチル GM と(±)-geissoschizine を同定した。  
 
 
2. 実験結果  
 
2.1. LC/MS/MS を用いた GM 代謝物の同定  
 
図 7 に、ラット及びヒト肝ミクロソームにおける代謝反応後の GM 代謝物のトー
タルイオンクロマトグラム（生成したすべてのイオンの総和）及び抽出イオンクロ
マトグラム（生成した特定のイオン）を示す。NADPH 生成系を含まないコントロー
ル試料におけるピークと比較して、代謝反応を行った試料には少なくとも 13 個以上
の代謝物と思われるピークが検出された。生成代謝物はラットまたはヒト肝ミクロ
ソームを用いても両者に違いは認められなかった。これら 13 個の代謝物の生成は、
その分子量から主に脱メチル反応、脱水素反応、メチル化反応、酸化反応及び水付
加代謝の五つの経路に分類された。13 個の同定された代謝物は、抽出イオンクロマ
トグラムにおける分子量（m/z）、代謝物の数及び保持時間に従って次のように代謝
物番号を付けた。脱メチル反応からの M1-1 と M1-2（親化合物の−14、m/z 353.2）、
脱水素反応からの M2-1（親化合物の−2、m/z 365.2）、メチル化または酸化＋脱水素
化反応からの M3-1–M3-3（親化合物の+14、m/z 381.2）、酸化反応からの M4-1–M4-3
（親化合物の+16、m/z 383.2）、水付加反応からの M5-1 と M5-2（親化合物の+18、
m/z 385.2）、ジ脱メチル化反応（m/z 383.2）からの M6-1（親化合物の−24、m/z 339.2）
及び水付加反応に続いておこる酸化反応からの M7-1（親化合物から+34、m/z 401.2）。  
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図  7. ラット及びヒト肝ミクロソームにおける GM 代謝物のフルスキャントータルイオン及
び抽出イオンクロマトグラム。  (A) フルスキャントータルイオンクロマトグラム  (m/z 10–
500); (B) 脱メチル化代謝物  (m/z 353.2); (C) 脱水素化代謝物  (m/z 365.2); (D) メチル化また
は酸化脱水素化代謝物  (m/z 381.2)。オレンジ色の線は NADPH 生成系を入れて代謝反応を行
った時の抽出イオンクロマトグラムを示す。グレー色の線は NADPH 生成系を加えずに代謝
反応を行った時の抽出イオンクロマトグラムを示す。   
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図  7.（続き） ラット及びヒト肝ミクロソームにおける GM 代謝物のフルスキャントータル
イオン及び抽出イオンクロマトグラム。 (E) 酸化代謝物  (m/z 383.2); (F) 水付加代謝物  (m/z 
385.2); (G) ジ脱メチル化代謝物  (m/z 339.2); (H) 水付加酸化代謝物  (m/z 401.2)。オレンジ色
の線は NADPH 生成系を入れて代謝反応を行った時の抽出イオンクロマトグラムを示す。グ
レー色の線は NADPH 生成系を加えずに代謝反応を行った時の抽出イオンクロマトグラムを
示す。  
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2.2. GM 代謝物の構造解明  
 
2.2.1. 脱メチル化 GM 代謝物  (M1-1 及び M1-2) 
 
ラット及びヒト肝ミクロソームと GM の反応において、GM（m/z 367.2）から−14
の減少した分子量 353.2（m/z 367.2 − 14）のプロトン化成分 M1-1 はおよそ 9.73～9.90
分のところに検出された（図 7）。この−14 の分子量減少は、GM 分子から 1 つのメチ
ル基の脱離を示した。さらに、M1-1 の MS2 スペクトルで認められた m/z 251.2、170.2
及び 144.2 は GM の MS2 スペクトルと同じ一連の特徴的なフラグメントイオンであ
った（図 8A, B 及び表 6）。この結果から M1-1 は GM の 23-O-または 25-O-メチル基
が脱メチル化したものと推測された。  
次に、代謝物 M1-1 の構造を同定するために、合成した 23-O-脱メチル GM と 25-O-
脱メチル GM［(±)-geissoschizine］の抽出イオン LC/MS/MS クロマトグラムと比較し
た。図 9 に 23-O-脱メチル GM 及び(±)-geissoschizine の抽出イオンクロマトグラムを
示す。m/z 353.2 を持つ 23-O-脱メチル GM のピークは、およそ 9.0 分の位置に検出さ
れ、それは肝ミクロソーム代謝反応における M1-1 の保持時間とほぼ同じであった
（図 9A）。また、(±)-geissoschizine のピークは、肝ミクロソーム代謝反応における
M1-1 の前に出現した幅広いピークと同じであった（図 9B）。この幅広いピークを持
つ脱メチル化代謝物の番号を M1-2 とした。これらの結果から、GM はラットまたは
ヒトの肝ミクロソームにより二つの脱メチル化代謝物（M1-1 及び M1-2）に代謝さ
れることが判った。  
 
2.2.2. 脱水素化 GM 代謝物  (M2-1) 
 
ラット及びヒト肝ミクロソームと GM の反応において、GM（m/z 367.2）から−2
の減少した分子量 365.2（m/z 367.2 − 2）のプロトン化成分 M2-1 はおよそ 9.90 分の
ところに検出された（図 7）。分子量− 2 の減少は、プロトン化された GM の分子量
より 2Da低いことから、C–C結合の形成を含む脱水素反応によるものと考えられた。
M2-1 の MS2 スペクトルでは、GM と同様な m/z 223.2、170.2 及び 144.2 のフラグメ
ントイオンが検出された（図 8C 及び表 6）。この結果から、m/z 223.2 のフラグメン
トイオンの−2 の修飾は側鎖部分で起こっていることが推察されたが、その正確な修
飾位置は明らかにできなかった。いずれにせよ M2-1 は、脱水素化により生じている
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ことから脱水素化代謝物として同定した。  
 
2.2.3. メチル化または酸化及び脱水素化 GM 代謝物  (M3-1, M3-2 及び  M3-3) 
 
ラット及びヒト肝ミクロソームと GM の反応において生成された分子量 381.2（m/z 
367.2 + 14）の M3-1、M3-2 及び M3-3 は、いずれも GM に+14 付加されたプロトン化
成分であり、それぞれはおよそ 6.15、8.71.及び 9.56～9.90 分の位置に検出された（図
7）。これらはプロトン化された GM の分子量より 14Da 高いことから、メチル化また
は酸化及び脱水素化された代謝物であると考えられた。M3-1 及び M3-2 の MS2 スペ
クトルでは分子量が+14 修飾された m/z 237.2（223.2→237.2）、184.2（170.2→184.2）
及び 144.2 のフラグメントイオンが検出された（図 8D 及び表 6）。この結果から、
m/z 237.2及び 184.2のフラグメントイオンにおける分子量+14の修飾部位は tryptoline
（1,2,3,4-tetrahydro-9H-pyrido[3,4-]indole）部分であると考えられた。また m/z 144.2
のフラグメントイオンが存在したことは、そのメチル化または酸化及び脱水素化が
C-3 または N-4 で起こることを示唆した。二つの代謝物（M3-1 及び M3-2）の MS2
スペクトラが全く同じフラグメントパターンを示したことから、これらは異性体で
あることが示唆された。  
M3-3 の MS2 スペクトルでは、M3-1 及び M3-2 で認められたような m/z 237.2 及び
184.2 のフラグメントイオンは検出されなかったが、m/z 265.2（251.2→265.2）及び
144.2 のフラグメントイオンが検出された（図 8E 及び表 6）。これらの結果は、図 8E
の点線フレームで囲んだ部分がメチル化または酸化及び脱水素化されたものと推察
された。しかし、正確な修飾位置は明らかにできなかった。いずれにせよ、M3-3 は
メチル化または酸化及び脱水素化代謝物として同定した。  
 
2.2.4. 酸化 GM 代謝物  (M4-1, M4-2 及び  M4-3) 
 
ラット及びヒト肝ミクロソームと GM の反応において検出された M4-1、M4-2 及
び M4-3 は、いずれもいずれも GM に+16 が付加された分子量 383.2（m/z 367.2 + 16）
のプロトン化代謝物であり、それぞれはおよそ 6.66、7.52 及び 9.73 分で検出された
（図 7）。いすれも GM の分子量より 16Da 大きいことから、酸化反応により生成さ
れたと考えられた。M4-1 及び M4-2 の MS2 スペクトラでは、分子量 m/z 267.2（251.2
→267.2）、186.2（170.2→186.2）及び 160.2（144.2→160.2）の+16 分子付加フラグメ
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ントイオンが検出された（図 8F 及び表 6）。また、m/z 160.2 のフラグメントイオン
が検出されたことから、図 8F の点線フレームで囲んだ部分が酸化されたものと推察
した。しかし、正確な酸化の位置は明らかにできなかった。いずれにせよ、M4-1 及
び M4-2 は酸化代謝物として同定した  
M4-3 の MS2 スペクトラでは分子量 m/z 223.2、170.2 及び 144.2 のフラグメントイ
オンが検出された（図 8G 及び表 6）。m/z 170.2 及び 144.2 のフラグメントイオンは
GM で観察されたフラグメントイオンと同じであることから、m/z 223.2 のフラグメ
ントイオンの酸化（+16 分子の修飾）は側鎖部分に起こっていることが推察されたが、
その正確な修飾位置は明らかにできなかった。いずれにせよ、M4-3 も GM の酸化代
謝物であると考えられた。  
 
2.2.5. 水付加 GM 代謝物  (M5-1 及び  M5-2) 
 
ラット及びヒト肝ミクロソームと GM の反応で生成された M5-1 及び M5-2 はいず
れも GM の+18 付加分子 385.2（m/z 367.2 + 18）であり、それらはおよそ 3.94 及び
5.47 分で検出された（図 7）。両成分は GM の分子量より 18Da 高いことから、水付
加反応により生成されたものと考えられた。M5-1及び M5-2の MS2スペクトラでは、
m/z 251.2、170.2 及び 144.2 のフラグメントイオンが検出された（図 8H 及び表 6）。
m/z 170.2 及び 144.2 のフラグメントイオンは GM で観察されたフラグメントイオン
と同じであった。これらの結果は、m/z 251.2 のフラグメントイオンの水付加（+18
分子の修飾）は側鎖部分に起こっていることが推察された。しかし、その正確な修
飾位置は明らかにできなかった。いずれにせよ、M5-1 及び M5-2 は GM の水付加代
謝物であると考えられた。  
 
2.2.6. ジ脱メチル化 GM 代謝物  (M6-1) 
 
ラット及びヒト肝ミクロソームと GM の反応において生成された M6-1 は、およそ
7.86 分に検出され、GM から−28 の分子が除かれた 339.2（m/z 367.2 − 28）の分子量
を持っていた（図 7）。この代謝物はプロトン化された GM の分子量より 28Da 低い
ことから、二回の脱メチル化反応により生じたものと推察された。MS2 スペクトラ
では、m/z 223.2 及び 144.2 のフラグメントイオンが検出された（図 8I 及び表 6）。m/z 
144.2 のフラグメントイオンは、GM で観察されたフラグメントイオンと同じであっ
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た。既に本研究により、GM の代謝物 M1-1 及び M1-2 の−14 分子修飾が側鎖の 23-O-
または 25-O-メチル基の脱メチル化によることを明らかにしている。このことを併せ
ると GM の−28 分子修飾代謝物である M6-1 はこれらのメチル基が二つ脱メチル化し
たジ脱メチル化代謝物であると推察された。  
 
2.2.7. 酸化及び水付加 GM 代謝物  (M7-1) 
 
ラット及びヒト肝ミクロソームと GM の反応において生成した M7-1 は、GM の+34
付加分子 401.2（m/z 367.2 +34）であり、およそ 2.4 分に検出された（図 7）。この成
分はプロトン化された GM の分子量より 34Da 高いことから、水付加を伴った酸化反
応により生じた可能性が推測された。M7-1 の MS2 スペクトラでも、+34 分子が付加
された m/z 267.2（251.2→267.2）及び 160.2（144.2→160.2）のフラグメントイオンが
検出された（図 8J 及び表 6）。m/z 160.2 のフラグメントイオンは、点線フレームで囲
んだ部分で酸化反応（+16 分子の修飾）が起こることを示し、m/z 267.2 のフラグメ
ントイオンは、水付加（+18 分子の修飾）が側鎖部分で起こることを示している（図
8J）。側鎖における酸素及び水付加の位置は明らかにできなかったが、M7-1 は側鎖部
分で水付加に続いて酸化された水付加酸化代謝物であると思われる。  
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図  8. GM 及びその代謝物の MS2 スペクトラ。 (A) GM; (B) GM の脱メチル化代謝物 M1-1; (C) 
GM の脱水素化代謝物  (M2-1); (D) GM のメチル化または酸化＋脱水素化代謝物 M3-1 及び
M3-2; (E) GM のメチル化または酸化脱水素化代謝物 M3-3。  
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図  8.（続き） GM 代謝物の MS2 スペクトラ。(F) GM の酸化代謝物 M4-1 及び M4-2; (G) GM
の酸化代謝物 M4-3; (H) GM の水付加代謝物 M5-1 及び M5-2; (I) GM の二脱メチル化代謝物
M6-1; 及び  (J) GM の水付加酸化代謝物 M7-1。  
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表 6. LC/MS/MSによって検出されたラット及びヒト肝ミクロソームにおける GMとその代謝
物の質量、保持時間及び化学式。  
 
N o .  
P a r e n t  
I o n  m / z  
R e t e n t i o n  T i m e  
( m i n )  
F o r m u l a  P r o d u c t  I o n s  ( M S 2 )  
G M  3 6 7 . 2  1 6 . 5 5 C 2 2 H 2 6 N 2 O 3  3 3 5 . 2 ,  2 5 1 . 2 ,  2 3 6 . 2 ,  1 7 0 . 2 ,  1 4 4 . 0  
M 1 - 1  3 5 3 . 2  9 . 7 3-9.90 C 2 1 H 2 4 N 2 O 3  2 5 1 . 4 ,  1 7 0 . 2 ,  1 4 4 . 2 ,  1 0 8 . 2  
M 2 - 1  3 6 5 . 2  9 . 9 0 C 2 2 H 2 4 N 2 O 3  2 2 3 . 2 ,  1 7 0 . 0 ,  1 4 4 . 2  
M 3 - 1 ,  M 3 - 2 ,  M 3 - 3  3 8 1 . 2  6 . 1 5,  8 . 7 1,  9 . 5 6-9.90 C 2 3 H 2 8 N 2 O 3  2 3 7 . 2 ,  1 8 4 . 4 ,  1 4 4 . 0 ,  2 6 5 . 2 ,  1 4 4 . 2  
M 4 - 1 ,  M 4 - 2 ,  M 4 - 3  3 8 3 . 2  6 . 6 6,  7 . 5 2,  9 . 7 3 C 2 2 H 2 6 N 2 O 4  2 6 7 . 0 ,  1 8 6 . 2 ,  1 6 0 . 2 ,  2 2 3 . 2 ,  1 7 0 . 2 ,  1 4 4 . 2  
M 5 - 1 ,  M 5 - 2  3 8 5 . 2  3 . 9 4,  5 . 4 7 C 2 2 H 2 8 N 2 O 4  2 5 1 . 2 ,  1 7 0 . 4 ,  1 4 4 . 0  
M 6 - 1  3 3 9 . 2  7 . 8 6 C 2 0 H 2 2 N 2 O 3  2 2 3 . 2 ,  1 9 7 . 2 ,  1 6 8 . 4 ,  1 5 4 . 2 ,  1 4 4 . 2  
M 7 - 1  4 0 1 . 2  2 . 4 0 C 2 2 H 2 8 N 2 O 5  2 6 7 . 4 ,  1 6 0 . 2  
 
 
 
 
 
図  9. GM の 脱 メ チル 化 代 謝 物 M1-1 （ 23-O- 脱 メ チ ル 化 GM ）（ A ）  及 び  M1-2 
[(±)-geissoschizine]（B）の抽出イオンクロマトグラム。  
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2.3. GM の推定代謝経路  
 
GM 及びその代謝物の化学構造に従い、GM のラット及びヒト肝ミクロソームによ
る GM の代謝経路を示した（図 10）。GM から脱メチル化により M1-1 及び M1-2 が
生成され、さらに、脱メチル化されることによりジ脱メチル化代謝物 M6-1 が生成さ
れる。また、脱水素化により M2-1が、メチル化または酸化及び脱水素化により M3-1、
M3-2 及び M3-3 が、酸化により M4-1、M4-2 及び M4-3 が、そして水付加代謝により
M5-1 及び M5-2 が生成される。M4-1 と M4-2 の酸化体及び M5-1 と M5-2 の水付加体
は、それぞれ水付加代謝及び酸化されることにより水付加代謝物 M7-1 になると推定
された。  
 
 
 
図 10. ラット及びヒト肝ミクロソームによる GM の推定  in vitro 代謝経路。  
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3. 小括  
 
本節では第 1 章で開発した LC/MS/MS 一斉定量法を用いて、ラット及びヒト肝ミ
クロソームにより代謝される 13 種類の GM 代謝物を明らかにした。生成される代謝
物はラットまたはヒト肝ミクロソーム用いても両者に違いは認められなかった。こ
れらの GM 代謝物の生成経路は、主に五つの経路（脱メチル化反応、脱水素化反応、
メチル化反応、酸化反応及び水付加代謝）に分類された。さらに、13 種類の同定さ
れた代謝物は、二種類の脱メチル化代謝物（M1-1 及び M1-2）、一種類の脱水素化代
謝物（M2-1）、三種類のメチル化または酸化及び脱水素化代謝物（M3-1、M3-2 及び
M3-3）、三種類の酸化代謝物（M4-1、M4-2 及び M4-3）、二種類の水付加代謝物（M5-1
及び M5-2）、一種類の二脱メチル化代謝物（M6-1）及び一種類の酸化及び水付加代
謝物（M7-1）であった。  
本研究は、ヒト及びラット肝ミクロソームにおける GM の薬物代謝を提示した初
めての報告であり、釣藤鈎を構成生薬とする漢方薬の薬物動態学と薬力学の今後の
研究に大きく貢献するものと思われる。  
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第 2 節 
 
GM の代謝に関与するヒト薬物代謝酵素の同定 
 
 
本章第 1 節では、ガイソシジンメチルエーテル（GM）が肝ミクロソームによって
脱メチル化代謝物（M1-1 及び M1-2）、脱水素化代謝物（M2-1）、メチル化または酸
化＋脱水素化代謝物（M3-1、M3-2 及び M3-3）、酸化代謝物（M4-1、M4-2 及び M4-3）、
水付加代謝物（M5-1 及び M5-2）、ジ脱メチル化代謝物（M6-1）及び酸化水付加代謝
物（M7-1）に代謝されることを明らかにし、その想定される代謝経路を示した。し
かし、これらの代謝に関与する代謝酵素に関しては判らないままである。最近、GM
と構造が類似している釣藤鈎のインドールアルカロイドである HTI と HTE がラット
肝 CYP によって代謝されることが報告された（23）。この報告は、GM もまた肝ミク
ロソームの CYP によって代謝されることを推察させた。特にヒトにおける薬物代謝
酵素を同定することは、臨床において他剤との併用による薬物相互作用を検討する
上でも非常に重要である。  
そこで、本節では、CYP、フラビンモノオキシゲナーゼ及び  UDP グルコニルトラ
ンスフェラーゼなどの薬物代謝酵素が含まれるヒト肝 S9 画分を用いて第 1 節で認め
られた GM の代謝物生成に関与する薬物代謝酵素が CYP であるかを検討し、次に、
ヒト肝ミクロソームを用いて GM の代謝に関わるヒト CYP の同定を試みた。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物及び試薬  
 
 GM は、第 1 章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項に記載したものを
使用した。NADPH 生成系は、第 2 章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項
に記載したものを使用した。Uridine 5′ -diphosphoglucuronic acid trisodium salt
（UDPGA）、adenosine 3′-phosphate 5′-phosphosulfate lithium salt hydrate（PAPS）、
niflumic acid 及び tolbutamide, 4-hydroxymephenytoin は  Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, 
MO) より購入した。S-Mephenytoin 及び dextromethorphan hydrobromide monohydrate
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は和光純薬工業株式会社  (Osaka, Japan)から、4-hydroxytolbutamide は  Bertin Pharma 
(Montigny le Bretonneux, France)から、 testosterone はナカライテスク株式会社(Kyoto, 
Japan)から購入した。1-Aminobenzotriazole は東京化成工業株式会社  (Tokyo, Japan)か
ら購入した。ヒト CYP1A1、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4 阻害抗体は、
日本農産工業株式会社（Kanagawa, Japan）より購入した。その他の試薬は市販され
ている特級もしくは LC/MS グレードのものを使用した。  
GM 代謝同定実験に用いたヒト肝 S9（10 ドナーのプール）は、BioreclamationIVT 
(Brussels, Belgium)より購入した。男女ヒト肝ミクロソーム（50 ドナーのプール、20 mg
蛋白 /mL）は、Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA)より購入した。ヒト
CYP1A1、CYP1A2、CYP2A6、CYP2B6、CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6、
CYP2E1 及び CYP3A4 とヒト P450 還元酵素及びチトクローム b5 のバキュロバイラ
ス -昆虫細胞発現系ミクロソームは BD Biosciences (Woburn, MA, USA)より購入した。 
 
1.2. GM 及びその代謝物の LC/MS/MS 分析  
 
GM 及び GM 代謝物の測定は、第 1 章で開発した LC/MS/MS 分析法を用いた。
LC/MS/MS による分析条件は、第 1 章第 1 節の実験結果「2.1. LC/MS/MS 定量法の最
適条件」の項に記載してある条件に設定した。  
また、GM 代謝物の分析のために使用した Q1 及び Q3 は、それぞれ 353.2/144.2（脱メ
チル化体）、365.2/144.2（脱水素化体）、381.3/144.2（酸化脱水素化体）、383.3/160.2（酸化体）
及び 385.3/144.2（水付加体）に設定した。 
 
1.3. ヒト肝 S9 画分による GM 代謝反応試験  
 
ヒト肝 S9 画分による GM の代謝反応は、本章第 1 節の実験方法「1.3. ラット及び
ヒト肝ミクロソームにおける GM の代謝反応試験法」の項に記載した方法に準じて、
肝ミクロソームをヒト肝 S9（55μg/反応液）に置き換えて行った。さらに、NADPH
反応生成系の他に、グルクロン酸及び硫酸抱合反応の補酵素として UDPGA 及び
PAPS を加えた。酵素反応は 37°C で 60 分間行った。  
さらに、非特異的 CYP 阻害剤である 1-aminobenzotriazole による  GM 代謝反応阻
害は、あらかじめ室温で 10 分の間、1-aminobenzotriazole（10 mmol/L）とヒト肝ミク
ロソームを反応させることによって行った。  
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それぞれ、得られた反応抽出液 10 µL を LC/MS/MS システムによる代謝物分析に
用いた。  
 
1.4. 組み換えヒト CYP 分子種発現系による GM 代謝反応試験  
 
組み換えヒト CYP1A1、CYP1A2、CYP2A6、CYP2B6、CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、
CYP2D6、CYP2E1 または CYP3A4 発現系による GM の代謝反応は、本章第 1 節の実
験方法「1.3. ラット及びヒト肝ミクロソームにおける GM の代謝反応試験法」の項
に記載した方法に準じて、肝ミクロソームを CYP 発現系ミクロソーム（5 pmol P450/
反応液）に置き換えて行った。酵素反応は 37°C で 20 分間行った。得られた反応抽
出液 10 µL を LC/MS/MS システムによる代謝物分析に用いた。  
 
1.5. 特異的ヒトCYP抗体による阻害試験  
 
5 種のヒト CYP 分子種（CYP1A1、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4）
の特異的抗体は、組み換えヒト CYP 発現系の試験の結果から選択した。GM 代謝に
おける各 CYP 分子種の関与を明らかにするため、以下のような最大阻害率を示す各
抗 CYP 抗体を用いた。即ち、肝ミクロソーム 0.1 mg に対して血清 10 または 20 μL
添加することにより、抗 CYP1A1 抗体は約 90%（7-ethoxyresorufin O-dealkylation 
activity）、抗 CYP2C9 抗体は約 80%（diclofenac 4’-hydroxylation activity）、抗 CYP2C19
抗体は約 90%（(S)-mephenytoin 4’-hydroxylation activity）、抗 CYP2D6 抗体は約 70%
（ bufuralol 1’-hydroxylation activity）及び抗 CYP3A4 抗体は約 90%（ testosterone 
6-hydroxylation activity）の阻害率を示すことが確認されている抗 CYP 抗体を用いた。 
 
1.5.1. GM 代謝物生成を指標とした阻害試験  
 
ヒト肝ミクロソームと GM との代謝反応は、本章第 1 節の実験方法「1.3. ラット
及びヒト肝ミクロソームにおける GM の代謝反応試験法」の項に記載した方法に従
って行った。抗体阻害反応は、あらかじめ室温で 10 分の間、各種抗体とヒト肝ミク
ロソームを反応させた。その後 GM の代謝反応は 37°C で 60 分間行った。各種抗体
の添加量は、抗 CYP1A1 抗体、抗 CYP2C9 抗体及び抗 CYP2C19 抗体が 1、2、5 及び
10 μL serum/0.1 mg ミクロソーム蛋白、抗 CYP2D6 抗体及び抗 CYP3A4 抗体が 2、5、
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10 及び 20 μL serum/0.1 mg ミクロソーム蛋白である。反応後に得られた抽出液 10 µL
を LC/MS/MS システムによる代謝物分析に用いた。  
 
1.5.2. GM 減少を指標とした阻害試験  
 
ヒト肝ミクロソームと GM の代謝反応は、本章第 1 節の実験方法「1.3. ラット及
びヒト肝ミクロソームにおける GM の代謝反応試験法」の項に記載した方法に従っ
て行った。この試験では基質 GM の減少を指標とするため、モニター可能な基質濃
度（0.1 µM）と反応時間（37°C、45 分間）を設定した。この GM 代謝反応について
CYP の関与を検証するための抗体実験では、各抗 CYP 抗体をあらかじめ室温で 10
分間ヒト肝ミクロソームとインキュベーションした後、37°C で 45 分間の GM 代謝反
応を行った。各種抗体の添加量は、抗 CYP2C9 抗体及び抗 CYP2C19 抗体が 10 μL 
serum/0.1 mg ミクロソーム蛋白、抗 CYP2D6 抗体及び抗 CYP3A4 抗体が 20 μL 
serum/0.1 mg ミクロソーム蛋白を用いた。反応後に得られた抽出液 10 µL を
LC/MS/MS システムによる GM 分析に用いた。  
 
1.6. GM 代謝における CYP 分子種の寄与率算出試験  
 
ヒト肝ミクロソームにおけるGM代謝に関わるCYP分子種の寄与率は、Soars et al
（34）により提唱されている方法を用いて算出した。その寄与率は、RAFCYPisoform
（Relative Active Factor）値とCLrec-CYPisoformから算出されるCLCYPisofromにより求められ
る。以下に本試験で検討した 4 種CYP分子種（CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及び
CYP3A4）のRAFCYPisoform値及びCLrec-CYPisoformを求めた実験方法を示す。  
 
1.6.1. RAFCYPisoform値の算出試験  
 
RAFCYPisofrom値はヒト肝ミクロソーム及び組み換えヒトCYP発現系におけるCYP特
異的基質の固有クリアランス（CLint）から算出した。表7には各酵素反応条件とその
酵素活性の指標として測定した基質またはその代謝物のLC/MS/MS条件を示した。
CYP2C9 、 CYP2C19 、 CYP2D6 及 び CYP3A4 の 特 異 的 基 質 と し て tolbutamide 、
S-mephenytoin、dextromethorphan及び testosteroneを用いた。この実験の酵素反応は、
本章第1節の実験方法「1.3. ラット及びヒト肝ミクロソームにおけるGMの代謝反応試
- 53 - 
験法」及び本節の「1.3. 組み換えヒトCYP分子種発現系によるGM代謝反応試験」に
準じて行った。酵素反応後に得られた抽出液10 µLをLC/MS/MSシステムによる分析に
用いた。  
Tolbutamide及びS-mephenytoinを基質として用いた場合（代謝回転が低い場合）は、
異なる基質濃度において生成する代謝物を測定してそれぞれのKm及びVmaxを求め、次
式からCLint値を算出した。  
 
CLint =Vmax/Km 
 
また、dextromethorphan及び testosteroneを基質とした場合は、経時的に基質の減少
量を測定し、次式を用いてのCLint値を算出した。  
 
CL int = Volume (ml・pmol of CYP
-1
) × 0.693/T1/2 
 
次に、上記で算出した肝ミクロソーム及びCYP発現系におけるCYP分子種特異的基
質のCLintを用いて各CYP分子種のRAFCYPisoform値を次式により算出した。  
 
 
 
 
 
 
RAFCYPisoform = 
ヒト肝ミクロソームにおける CYP 分子種特異的基質の CLint 
CYP 発現系における CYP 分子種特異的基質の CLint 
CYP 
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表 7. CYP 特異的基質のインキュベーション及び分析条件。  
 
 
Incubation Conditions 
Probe Substrate and Metabolite  
Tolbutamide  
4-hydroxytolbutamide 
S-mephenytoin  
4-hydroxymephenytoin 
Dextromethorphan Testosterone 
HLMs     
Substrate concentration 
(M) 
0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10  5, 10, 20, 30, 40, 50, 100  1 1 
Protein concentration  
(mg/ml) 
0.5 0.5 0.5 0.5 
Incubation time (min) 30 30 5, 10, 20, 30, 60, 90 5, 10, 20, 30, 60, 90 
Recombinant P450     
Substrate concentration 
(M) 
0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10  5, 10, 20, 30, 40, 50, 100  1 1 
P450 concentration 
(pmol/ml) 
20 20 20 20 
Incubation time (min) 15 15 1, 2, 3, 5, 10 1, 2, 3, 5, 10 
Analytical conditions      
IS Identity Niflumic acid Niflumic acid  Niflumic acid Niflumic acid 
IS concentration (M) 0.25 0.25 0.25 0.25 
Injection volume (L) 10 10 10 10 
LC-MS/MS conditions     
Mode Negative Negative Positive Positive 
Collision energy (V) 24 24 33 33 
Cell exit potential (V) 11 11 31 31 
Collision activation  
dissociation (psi)  
4 4 4 4 
Curtain gas (psi)  40 40 40 40 
Ion source gas 1 (psi)  50 50 50 50 
Ion source gas 2 (psi)  80 80 80 80 
Ion spray velocity (V) 4000 4000 5000 5000 
Temperature (°C) 600 600 600 600 
Entrance potential (V) 10 10 10 10 
Analyte MRM transition  285  265 233  190 272  215 289  97 
IS MRM transition 281  237 281  237 283  265 283  265 
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1.6.2. GM の CLrec-CYPisoform 算出試験  
 
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6及びCYP3A4発現系におけるGMのCLrec-CYPisoformは、そ
れぞれのKm及びVmaxを求め、次式により算出した。  
 
CLrec-CYPisoform = Vmax/Km 
 
Km及びVmaxを求めるための酵素反応は、本節の「1.3. 組み換えヒトCYP分子種発現
系によるGM代謝反応試験」の項に記載した方法に準じた。基質には、0.05、0.1、0.2、
0.5、5及び20 µMのGMを用いた。GMの減少率から各CYP分子種のKm及びVmaxを非線
形回帰分析［SAS software ver.9.4（SAS Institute, Inc., NC, USA）］により算出した。  
 
1.6.3. CYP分子種のGM代謝寄与率算出  
 
GM代謝に関与するCYP分子種の寄与率を求めるため、先ずは、上述の1.6.1.及び
1.6.2.の項の実験から得られたRAFCYPisoform値とCLrec-CYPisoform値を次式に代入し、ヒト
肝ミクロソームにおける各CYP分子種によるGMの固有クリアランス（CLCYPisofrom）を
求めた。  
 
CLCYPisoform = CLrec-CYPisoform × RAFCYPisoform 
 
次いで、このCLCYPisoformを次式に代入することにより各種CYP分子種のGM代謝にお
ける寄与率を算出した。  
 
 
 
 
1.7. 統計解析  
 
GM代謝におけるCYPの関与を明らかにするために行ったCYP阻害薬実験および
CYP分子種の同定のために行った抗CYP抗体実験のデータは平均±標準偏差で示し
た。各群間の総計的有意性はTukey-Kramerの多重比較検定により評価した。有意差水
準はP<0.05とした。   
Contribution of CYP isoform (%) = 
individual CLCYPisoform 
ΣCLCYPisoform 
 100 
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2. 実験結果  
 
 
2.1. GM 代謝における CYP の関与  
 
GM の代謝に CYP が関与するか否かを GM とヒト肝 S9 とを 37°C で 60 分間反応
させた後の GM ピーク面積を測定することにより評価した（図 11）。ヒト肝 S9 を反
応させたところ、GM 未変化体のピーク面積値は大きく減少した。この GM ピーク面
積の減少は CYPの非特異的阻害剤 1-aminobenzotriazole の添加により有意に抑制され
た。そのピーク面積値は反応時間 0 時間値とほぼ同じであった。この結果から GM
の代謝に CYP が関わっていることが示唆された。  
 
図 11. ヒト肝 S9 による GM 代謝の活性化に及ぼす非特異的 CYP 阻害剤の影響。  
GM はヒト肝 S9 またはヒト肝 S9 及び CYP 阻害剤（1-aminobenzotriazole）と 37°C で 60 分間
反応させた。各値は平均±標準偏差で示す（n = 3）。有意差検定は Tukey-Kramer tests を用い
た : *** P<0.001 vs. control, ††† P<0.001 vs S9。  
 
 
2.2. GM 代謝に関与する CYP の同定  
 
本章第 1 節では、GM は肝ミクロソームにより 13 種類の代謝物（脱メチル化代謝
物 M1-1 及び M1-2、脱水素化代謝物 M2-1、メチル化または酸化＋脱水素化代謝物
M3-1、M3-2 及び M3-3、酸化代謝物 M4-1、M4-2 及び M4-3、水付加代謝物 M5-1 及
び M5-2、ジ脱メチル化代謝物 M6-1 及び水付加酸化代謝物 M7-1）が生成され、それ
らは 5 つの代謝経路（脱メチル化反応、脱水素化反応、メチル化反応、酸化反応及
0 25 50 75 100 125 150
S9+CYP inhibitor
S9
Control
Percentage initial parent peak area
†††
***
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び水付加反応）によって生成されることを示した。  
そこで、組み換えヒト CYP 分子種発現系とヒト肝ミクロソームを用いて、これら
GM 代謝反応に関わるヒト CYP 分子種の同定を行った。CYP 分子種発現系による GM
の代謝試験の結果を図 12 に示す。脱メチル化代謝物 M1-1 は CYP2C9、CYP2C19 及
び CYP2D6、脱水素化代謝物 M2-1 は CYP1A1、CYP2C9、CYP2C19 及び CYP3A4、
メチル化または酸化及び脱水素化代謝物 M3-1 及び M3-2 は CYP2C19 及び CYP3A4、
メチル化または酸化及び脱水素化代謝物 M3-3 は CYP1A1、CYP2C19 及び CYP3A4、
水酸化代謝物 M4-1 及び M4-2 は CYP1A1、CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4、水付
加代謝物 M5-1 は CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4、そして、水付加代謝
物 M5-2 は CYP2C9 及び CYP2C19 によって代謝された。  
これらの結果より、GM の代謝には CYP1A1、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及び
CYP3A4 が関与していることが示唆された。  
また、第 1 節では M3-1, M3-2 及び M3-3 は GM のメチル化または酸化及び脱水素
化代謝物（分子量+14 の代謝物）のどちらかであろうと推測していた。しかし、これ
ら代謝物が CYP 分子種により生成されたことを示した本実験結果は、これらの代謝
物は、メチル化ではなく酸化及び脱水素化反応により生成されたことを示唆した。
なぜなら、CYP は一酸素原子添加酵素であるため、メチル化反応は触媒しないから
である。  
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図 12. 組み換えヒト CYP 分子種による GM の代謝。  
各カラムは 2 回測定の平均を表す。  
 
これらの CYP 分子種の関与をさらに検証するため、ポリクローナル抗体を用いた
各 GM 代謝物の生成阻害を調べた。その結果を図 13 に示す。脱メチル化代謝物 M1-1
は抗 CYP2C9、抗 CYP2C19 及び抗 CYP2D6 抗体、脱水素化代謝物 M2-1 は抗 CYP3A4
抗体、メチル化代謝物 M3-1、M3-2 及び M3-3 は抗 CYP3A4 抗体、水酸化代謝物 M4-1
は抗 CYP2D6 及び抗 CYP3A4 抗体、水酸化代謝物 M4-2 は抗 CYP2D6 抗体、そして
水付加代謝物 M5-1 及び M5-2 は抗 CYP2C9、抗 CYP2C19 及び抗 CYP3A4 抗体によっ
て生成が阻害された。  
この結果から、GM の代謝には CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4 が関与
していることが示唆された。  
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図 13. ヒト肝ミクロソームにより生成される GM代謝物対するポリクローナル抗体の阻害効
果。各値は 2 回測定の平均を表す。  
 
 
また、図 14 にはヒト肝ミクロソームにより減少した GM のピーク面積に対する抗
CYP2C9、抗 CYP2C19、抗 CYP2D6 及び抗 CYP3A4 抗体の作用を示す。  
GM のピーク面積は、コントロールと比較して、ヒト肝ミクロソームにより有意に
減少した。また、このヒト肝ミクロソームによる GM ピーク面積の減少は、抗 CYP2C9、
抗 CYP2C19、抗 CYP2D6 及び抗 CYP3A4 抗体の添加により有意に阻害された。この
結果から、GM 代謝に関与するヒト CYP 分子種は CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及
び CYP3A4 である可能性が示唆された。  
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図 14. ヒト肝ミクロソームにより消失した GM に対する各種抗 CYP 分子種抗体の影響。  
GM はヒト肝ミクロソーム（HLMs）または HLMs 及び抗 CYP 抗体と 37°C で 45 分間反応さ
せた。コントロールは GM とヒト肝ミクロソームを含み反応を行っていない。各値は平均±
標準偏差で示す（n = 3-6）。有意差検定は Tukey-Kramer tests を用いて行った : *** P<0.001 vs. 
control, 
††† P<0.001 vs HLMs。  
 
 
2.3. GM 代謝における CYP 分子種の寄与率  
 
先の結果で GM代謝にヒト CYP分子種の CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6及び CYP3A4
が関与することが推察されたことから、この可能性をさらに検証するため、これら
分子種の特異的基質に対する各分子種の RAF 値を求めた（表 8）。各 CYP 分子種の
RAF 値は、CYP2C9 が 23.0、CYP2C19 が 1.27、CYP2D6 が 2.16、そして CYP3A4 が
14.2 であった。また、GM 代謝に関わる CYP 分子種の寄与率を RAF 値と組み換え
CYP 分子種を用いた GM 代謝の CLrec-CYPisoforms を用いて算出したところ、CYP2C19
が 23.5%、CYP2D6 が 15.2%及び CYP3A4 が 61.3%であった（表 9）。CYP2C9 につい
てはその発現系による GM の CLrec-CYPisoforms を検討しても、GM はほとんど減少（代
謝）しなかった。そのため、CLrec-CYPisoforms を算出することができなかった。このこ
とから CYP2C9 は GM の代謝にはほとんど関与していないものと推察された。これ
らの結果は、CYP3A4 が GM 代謝に最も寄与していることを示唆した。  
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表 8. 各 CYP 分子種の RAF 値  
 
CYP isoforms CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
RAFCYPisoform (pmol/mg)
 1)
 23.0 1.27 2.16 14.2 
 
 
 
 
表 9. ヒト肝ミクロソームにおける GM 代謝に対する CYP 分子種の寄与率  
 
CYP isoforms CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 
Km (μmol/L) – 14.2 2.55 45.4 
Vmax (pmol/pmol CYPs/min) – 40.4 2.77 30.2 
CLrec−CYPisoform (μL/min·pmol)  – 2.86 1.08 0.665 
CLCYPisoform (μL/min·pmol)
 1)
 – 3.63 2.34 9.46 
Contribution of CYP isoform (%)
 2)
 – 23.5 15.2 61.3 
–, Not determined。  
1)
 CLCYPisoform = CLrec-CYPisoform × RAFCYPisoform。  
2)
 Contribution of CYP isoform (%) = individual CLCYPisoform/ΣCLCYPisoform  100 
1)
 RAFCYPisoform = 
ヒト肝ミクロソームにおける CYP 分子種特異的基質の CL int  
CYP 発現系における CYP 分子種特異的基質の CL int  
CYP 
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3. 小括  
 
GM はヒト肝ミクロソームで CYP3A4、CYP2C19 及び CYP2D6 によって代謝され、
これらの CYP 分子種のうち代謝活性に大きく寄与する分子種は CYP3A4 であること
が明らかになった。この結果を前節で提示した代謝経路加えると図 15 のようにまと
められる。様々な薬物が CYP により代謝されることから、GM の代謝酵素を明確に
したことは、臨床で併用される可能性のある西洋薬との薬物相互作用（副作用）を
予見するうえで非常に重要なことである。  
 
 
 
 
図 15. GM の肝代謝に関与する CYP 分子種。  
*; 未検討  
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第 3 節 
 
 
脳内 GM 代謝物の同定と薬理活性  
 
 
本章第 1 節及び 2 節から GM は CYP により 5 種の代謝経路を経て脱メチル化代謝
物（M1-1 及び M1-2）、脱水素化代謝物（M2-1）、酸化＋脱水素化代謝物（M3-1、M3-2
及び M3-3）、酸化代謝物（M4-1、M4-2 及び M4-3）、水付加代謝物（M5-1 及び M5-2）、
ジ脱メチル化代謝物（M6-1）及び水付加酸化代謝物（M7-1）の計 13 種に代謝され
ることを示した。これまで GM は BBB を通過して脳内に移行することが in vitro BBB
培養系で証明されている（22）。本論文の第 1 章では抑肝散エキス投与ラットの脳で
GM を検出し、その脳内動態を証明した。しかし、前章の in vitro 条件下で証明した
13 種の代謝物が脳に存在するか否かは全く判っていない。また、仮に脳に代謝物が
存在するなら、それ自体に薬理活性があるか否かを明確にしなければならない。  
そこで、本節では、抑肝散を経口投与したラットの脳内に GM のほかにその代謝
物が存在するかどうか、また存在するならその代謝物が GM と同じような 5-HT1A 受
容体パーシャルアゴニスト作用を持つかどうかについて検討した。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物及び試薬  
 
ラット脳中 GM 代謝物の LC/MS/MS 分析試験に用いたアセトニトリル、メタノー
ル及びギ酸は、第 1 章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項に記載したも
のを使用した。23-O-脱メチル GM（M1-1）及び 25-O-脱メチル GM [(±)-geissoschizine]
（M1-2）は、第 2 章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項に記載したもの
を使用した。  
抑肝散は第 1 章第 2 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項に記載したものを
使用した。  
5-HT1A 受容体アゴニスト作用の検討に用いたヒト 5-HT1A 受容体安定発現チャイニ
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ーズハムスター卵巣細胞（CHO-h5-HT1A）膜及びは PerkinElmer（Waltham, MA, USA）
より購入した。[35S]5’-O-(3-thiotriphos phate)（[35S]GTPγS）は GE Healthcare UK Ltd.
（Buckinghamshire、UK）より購入した。Dithiothreitol（DTT）、metergoline、5-HT、
guanosine-5’-diphosphate （ GDP ）、 GTPγS 及 び 4-(2-hydroxy-ethyl) piperazine-1- 
ethanesulfate acid（HEPES）は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）より購入した。
その他の試薬は市販されている特級試薬を用いた。  
 
1.2. 実験動物  
 
実験に用いた 6 週齢 SD 系雄性ラット（体重 180 ～  210g）は日本チャールズ・リ
バー株式会社（Atsugi, Japan）より購入した。これらの動物は、実験に使用するまで
室温 20～26℃、湿度 30～70％、12 時間人工照明（白色蛍光灯、7 時～19 時）の一定
条件下で飼育し、MF 飼料（オリエンタル酵母工業株式会社）及び飲料水を自由摂取
させた。約 1 週間飼育馴化の後、約 16 時間の絶食を行い実験に使用した。  
 
1.3. ラット脳中 GM 代謝物の LC/MS/MS 分析  
 
抑肝散（4 g/kg）をラットに経口投与し、その 1 時間後に第 1 章第 2 節の実験方法
「1.4. 実験デザイン」の項に示した方法に準じ脳を採取し、ホモジネート試料を調
製した。  
脳組織ホモジネート（200 μL）にアセトニトリル（600 μL）を加え撹拌後、ミニス
ピン（エッペンドルフ , Tokyo, Japan）を用いて 10,900 rpm（8000×g）で 5 分間遠心
分離した。上清を N2 ガス噴霧下において 40°C で蒸発乾固させた後、100 μL の 5％
メタノール含有 0.2%ギ酸水溶液で溶解し LC/MS/MS による代謝物測定試料とした。 
LC/MS/MS システムの測定条件は、第 1 章第 1 節の実験方法「1.2. LC/MS/MS シス
テム」及び「2.1. LC/MS/MS 定量法の最適条件」の項に準じた。  
 
1.4. GM 代謝物 M1-1 の 5-HT1A 受容体アゴニスト作用の検討：[
35
S]GTPγS 結合試験  
 
GM は 5-HT1A 受容体に対しパーシャルアゴニスト作用を示すことが報告されてい
る（5）。そこで、GM 代謝物 M1-1 にも GM と同様な 5-HT1A 受容体アゴニスト作用
があるか否かをヒト 5-HT1A 受容体を安定発現させたチャイニーズハムスター卵巣細
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胞（CHO-h5-HT1A）膜を用いた[
35
S]GTPγS の in vitro 結合試験で評価した（5）。種々
濃度の M1-1（23-O-脱メチル GM）溶液、5-HT 溶液及び GM 溶液は 0.5% dimethyl 
sulfoxide（DMSO）で調製した。0.42 μl の種々濃度の M1-1 溶液、5-HT 溶液、GM 溶
液または溶媒を 50 μl の CHO-h5-HT1A 細胞膜溶液（25–30 μg protein/ml）と 25 μl の
10 μM GDP（この溶液は 100 mM NaCl、10 mM MgCl2、1 mM DTT 及び 1 mM 
ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を含有する pH 7.4 の 20 mM HEPES 緩衝液で
調整）と共に 30°C で 20 分間プレインキュベーションし、さらに wheat germ 
agglutinin-coated scintillation proximity assay beads（PerkinElmer）を加えた後、同一の
温度で 60 分間インキュベーションした。結合反応は混合液中に 10µL の 3.3 nM 
[
35
S]GTPγS を加え開始し、その放射活性（カウント /分、cpm）は 30 分間インキュベ
ーションの後に液体シンチレーションカウンター(MicroBeta、PerkinElmer)で測定し
た。非特異的結合は 100 µM GTPγS を用いて求めた。被験物質のアゴニスト効果
（[35S]GTPγS 結合率）は 5-HT1A 受容体のフルアゴニストである 5-HT（300 nM）の
結合率を 100%として比較した。  
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2. 実験結果  
 
 
2-1. ラット脳中 GM 代謝物  
 
図 16 に抑肝散を 4 g/kg の用量で経口投与した 1 時間後のラット脳で検出された
GM 及び GM 代謝物の抽出イオンクロマトグラムを示す。脳内には GM に加え、主
にその代謝物である 23-O-脱メチル GM（M1-1）が検出された。そのほかの代謝物は
ほとんど検出されなかった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 16. 抑肝散 4g/kg 経口投与後のラット脳中 GM 及び GM 代謝物の抽出イオンクロマトグラ
ム。  
 
 
2-2. GM 代謝物 M1-1 の 5-HT1A 受容体に対するアゴニスト活性  
 
GM 代謝物 M1-1 が GM と同様な 5-HT1A 受容体に対するアゴニスト効果があるか
否かを明らかにするために、 [35S]GTPγS の in vitro 結合試験を行った（図 17）。フル
アゴニストである 5-HT（1－300 nM）は濃度依存的に[35S]GTPγS 結合が増加した。
一方、GM（0.1－100 µM）の結合率も濃度依存的に増加したが、その増加は 10－100 
µM 濃度で 5-HT の約 30％のプラトー状態に達した。この結果は GM が 5-HT1A 受容
体に対しパーシャルアゴニスト作用を示すことを示唆し、これまでの報告と一致し
た（5）。それに対し、GM の脱メチル化代謝物である M1-1（0.1－100 µM）には GM
のような濃度依存的な [35S]GTPγS 結合は認められなかった。  
XIC of +MRM (7 pairs): 353.200/144.200 Da  from Sample 12 (54brain) of Data20140819_demethyl-GM.wiff (Turbo Spray) Max. 5525.0 cps.
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図 17. 23-O-脱メチル GM（M1-1）の 5-HT1A 受容体に対する [
35
S]GTPγS の結合率。  
各値は 2 回の測定の平均を示す。  
 
 
3. 小括  
 
本節では、抑肝散を経口投与したラットの脳内では GM とその脱メチル化代謝物
（M1-1：23-O-脱メチル GM）が存在していることを明らかにした。しかし、M1-1
には GM のような 5-HT1A 受容体に対するパーシャルアゴニスト作用はほとんど認め
られなかった。この結果は少なくとも脳内における 5-HT 作用は GM に依存するもの
で、その活性は脱メチル化されることにより不活化されることを示唆した。  
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考察 
 
 
第 1 章では、抑肝散を用いて釣藤鈎アルカロイド成分の薬物動態を検討し、GM が
検討した 7 種アルカロイドの中で一番効率よく血中に吸収され脳中へ移行すること
を示した。GM は血管拡張／降圧作用（1, 2, 14）、各種セロトニン受容体結合／攻撃
性改善作用（5, 6, 35）及び神経細胞保護作用（16, 36）などの作用をもち、その薬理
学的力価は他のアルカロイド成分に比べ非常に高いことが報告されている。これら
の知見は、釣藤鈎を含む漢方薬の薬効を考える上で GM が非常に重要な活性成分で
あることを示唆している。しかし、薬効に大きく関わっている本成分の代謝につい
てはほとんど解明されていない。そこで本章では、この GM に焦点を当てた薬物代
謝の解明を行った。  
本章第 1 節では、GM の代謝プロファイルを明らかにするため、ラット及びヒト肝
ミクロソームにおいて生成される GM の代謝物を前章で開発した LC/MS/MS 分析法
を用いて測定した。その結果、GM とラットまたはヒト肝ミクロソームのいずれを反
応させても 13 種類（M1-1、M1-2、M2-1、M3-1、M3-2、M3-3、M4-1、M4-2、M4-3、
M5-1、M5-2、M6-1、M7-1）の同じ代謝物が生成された。この結果はラットとヒトは
同じような GM 代謝を行っている可能性を示唆した。  
中沢らは GM の構造に類似したインドール系アルカロイドである HTI 及び HTE の
酸化代謝物(11-hydroxyhirsutine 及び 11-hydroxyhirsuteine)をラットの尿中で検出して
いる（23）。また、Le Verge らは GM 骨格に類似した四環系インドールアルカロイド
骨格をもつ yohinbine が 10-及び 11-monohydroxy の形（酸化代謝物）で代謝されるこ
とをヒトで報告している（37）。これらの知見は、GM の酸化代謝物（M4-1 及び M4-2）
が 10 及び 11-monohydroxy の代謝物で可能性を推察させた。また最近、抑肝散を投
与したラットの尿中で GM 酸化代謝物として 18-hydroxy GM が同定された（33）。こ
の知見は M4-3 も C-18 を含む側鎖部分の酸化代謝物であることから 18-hydroxy GM
である可能性が考えられた。  
このような知見を踏まえ、本研究では各代謝物の MS2 フラグメントスペクトル解
析を行うことにより、13 種の代謝物は脱メチル化代謝物（M1-1 及び M1-2）、脱水素
化代謝物（M2-1）、メチル化または酸化＋脱水酸化代謝物（M3-1、M3-2 及び M3-3）、
酸化代謝物（M4-1、M4-2 及び M4-3）、水付加代謝物（M5-1 及び M5-2）、ジ脱メチ
ル化代謝物（M6-1）及び水付加酸化代謝物（M7-1）であり、それらは GM の脱メチ
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ル化、脱水素化、メチル化、酸化及び水付加の五つの代謝反応経路で生成された可
能性を提示した。  
また、hirsutine 及び hirsuteine の二次代謝物に関し、 11-hydroxy hirsutine 及び
11-hydroxy hirsuteine のグルクロン酸抱合体が報告されている（23）。GM に関しては、
予備実験において、hydroxy GM のグルクロン酸抱合体をラットの胆汁中で検出して
いる。このことは、GM も hirsutine 及び hirsuteine などと同様に一次代謝物（hydroxy 
GM）がグルクロン酸抱合体に代謝される可能性を示唆しているが、二次代謝物に関
する研究は今後の課題として残した。  
そこで、第 2 節において、五つの代謝反応経路で生成される 13 種の GM 代謝物の
生成への薬物代謝酵素 P450（CYP）の関与について、ヒト肝ミクロソームを用いて
検討した。CYP 酵素や様々な他の酵素（例えば、フラビン含有モノオキシゲナーゼ）
は、多くの薬物の代謝に関与しており、特に CYP 分子種は肝臓おいて豊富でほとん
どの細胞に発現している。現在まで、20 種類以上の異なる CYP 分子種がヒトの薬物
代謝に関係していると云われている（38）。ほとんどの薬物は CYP によって不活性
化されるが、いくつかの薬物は CYP によって活性型に代謝される。また、多くの薬
物は CYP の発現と活性を誘導あるいは阻害することが報告されている。それゆえ、
特定の CYP 分子種を誘導する薬物は、同じ CYP によって代謝される薬物の代謝効率
を増加させる可能性がある。反対に、特定の CYP 分子種を阻害する薬物は、それに
よって代謝される薬物の活性を増加させる可能性がある。したがって、臨床でおき
うる薬物併用時の薬物相互作用（または副作用）を予見する上で、個々の薬物の代
謝に関わる CYP 分子種を明らかにすることは非常に重要である。  
この課題を解決するため、本研究では、先ず組み換えヒト CYP 分子種を用いて GM
代謝の候補となる CYP 分子種の選択を試みた。脱メチル化代謝物 M1-1 は CYP2C9、
CYP2C19 及び CYP2D6、脱水素化代謝物 M2-1 は CYP1A1、CYP2C9、CYP2C19 及び
CYP3A4、メチル化または酸化及び脱水素化代謝物 M3-1 及び M3-2 は CYP2C19 及び
CYP3A4、同代謝物 M3-3 は CYP1A1、CYP2C19 及び CYP3A4、水酸化代謝物 M4-1
及びM4-2は CYP1A1、CYP2C19、CYP2D6及び CYP3A4、水付加代謝物 M5-1は CYP2C9、
CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4、そして、水付加代謝物 M5-2 は CYP2C9 及び
CYP2C19 によって代謝されたことが判った。  
この結果は、第 1 節での M3-1、M3-2 及び M3-3 が GM のメチル化または酸化及び
脱水素化代謝物（分子量+14 の代謝物）のどちらかであるという推測を解決した。即
ち、CYP は一酸素原子添加酵素であるため、メチル化反応は触媒しないと考えられ
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ていることから、M3-1 から M3-3 は、メチル化代謝物ではなく酸化＋脱水素化代謝
物であることが示唆された。  
一般的にカルボキシルエステルの代謝にはカルボキシルエステラーゼ（CES）が関
与するといわれているが、di(2-ethylhexyl) phthalate のような化合物では CES ではな
く CYP が関与するとの報告がある（39）。本研究で M1-1 の生成に CYP が関与して
いることを示した結果は、M1-1（脱メチル化代謝物）の 23-O 部位のメチル基（カル
ボキシルエステル結合）が少なくとも CYP により脱離されたことを示唆した。しか
し、この反応への CES の関与は今後検討する必要がある。  
次に、ヒト肝ミクロソームの GM 代謝におけるこれら CYP 分子種の関与をさらに
検証するために、ヒト肝ミクロソームにおける GM の代謝反応系に CYP 分子種を阻
害するポリクローナル抗体を用いて検討した。各々の GM 代謝物は抗 CYP2C9 抗体、
抗 CYP2C19 抗体、抗 CYP2D6 抗体及び抗 CYP3A4 抗体を加えることによって減少し
たが、抗 CYP1A1 抗体を加えてもなんら変化は認められなかった。しかし、CYP 強
制発現系を用いた検討では GM の代謝に CYP1A1 が関与することが示唆されている
（図 12）。この矛盾は、ヒト肝ミクロソームでは CYP1A1 が発現していないためと考
えられた。なぜなら、島田ら（40）は本分子種が通常のヒト肝臓ではほとんど発現
していないことを報告しているからである。しかし、一方で CYP1A1 は喫煙などに
より、その発現が誘導されるとの報告もあることから（41）、そのような酵素誘導が
生じている場合には注意を要する代謝酵素と思われる。  
また、図 14 に示した実験において、ヒト肝ミクロソームによる GM 代謝が抗
CYP2C9 抗体、抗 CYP2C19 抗体、抗 CYP2D6 抗体及び抗 CYP3A4 抗体の添加により
阻害されたことを示した。この結果から、GM 代謝には CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6
及び CYP3A4 が関与する可能性を推察した。しかし、GM 代謝の寄与率を求めるた
めに、ヒト CYP 発現系を用いて GM 代謝に対するこれら 4 種の CYP 分子種の Km 及
び Vmax を調べたところ（表 9）、GM は CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4 により代謝
（GM 濃度低下）されたが、CYP2C9 ではこのような代謝がほとんど認められなかっ
た。これらの結果は 4 種の CYP の中で、CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4 の 3 種が
GM 代謝に関与していることを示唆した。先の肝ミクロソームでの GM 代謝が抗
CYP2C9 抗体で阻害された結果（図 14）は、用いた抗 CYP2C9 抗体がポリクローナ
ル抗体であったため、CYP2C19 と交差反応した可能性が考えられた。実際、我々は
CYP2C19 による GM 代謝が CYP2C9 抗体で阻害されたことを確認している。  
そこで、GM 代謝に関与する CYP 分子種を CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4 の 3
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種に絞って、その寄与率を算出したところ、CYP3A4 がおよそ 61.3%、次いで CYP2C19
がおよそ 23.5%、CYP2D6 がおよそ 15.2%の割合で GM 代謝に寄与していることを明
らかにした。  
インドール系アルカロイドの多くはCYP3A、CYP2C及びCYP2Dによって代謝され
ることが知られている。例えば、ニチニチソウから得られたビンカアルカロイドのビ
ンクリスチンは、小児急性リンパ性白血病を治療するのに用いられ、CYP3A4及び
CYP3A5によって代謝される（42）。また、GM類似のhirsuteineとyohimbinはCYP2C
（23）またはCYP3A4とCYP2D6（31）によって代謝される。これらの結果もまたGM
代謝にCYP3A4、CYP2C19及びCYP2D6が関与することを示唆した本研究の見解を支
持する知見である。  
CYP3A4は、ヒト肝において最も多く発現しているCYP分子種で、他のCYP分子種
と比較して多くの薬物の代謝に関与する（43, 44）。CYPはヒトにおける重要な薬物
代謝酵素で、CYPを介して生じる薬物相互作用は、時に臨床的に重要な問題となる。
イトラコナゾール（抗真菌剤）とクラリスロマイシン（抗生物質）のような薬剤は、
CYP3A4を不活性化することによって薬物代謝を阻害する。また、イトラコナゾール
と脂質降下剤のロバスタチンとの併用治療は、ロバスタチンの血漿中濃度を著しく増
加させる（45, 46）。CYP3A4はGM代謝にも大きく寄与している代謝酵素である。し
かし、GMはCYP2C19やCYP2D6によっても代謝される。また、CYP3A4の発現と機能
には個体差があるとも報告されている（47, 48）。従って、CYP3A4を阻害するよう
な薬剤と釣藤鈎ないしGM含有漢方薬との併用が血漿中のGM濃度にどのような影響
を与えるかは今後より詳細に検討して結論づける必要がある。GM代謝酵素を同定し
たことは、その課題を解決するための貴重な情報である。  
本論文の第 1 章において抑肝散エキス投与ラットの脳で GM を検出し、その脳内
動態を証明した。しかし、本章の第 1 節及び第 2 節の in vitro 条件下で証明した 13
種の GM 代謝物が脳に存在するか否かは全く判っていない。そこで、第 3 節では、
抑肝散を経口投与したラットの脳内に GM のほかにどのような代謝物が存在するか、
また存在するならその代謝物が GM と同じような薬理作用を持つのかについて
5-HT1A 受容体結合性を指標に評価した。その結果、抑肝散処置ラット脳では、13 種
類の GM 代謝物のうち主に 23-O-脱メチル GM である M1-1 が検出された。しかし、
この代謝物には GM のような 5-HT1A 受容体に対する結合性はほとんど認められなか
った。このことから、釣藤鈎アルカロイドの薬理作用、特に脳における薬理作用を
考える上で、代謝物ではなく GM 本体が重要な成分であることが示唆された。  
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以上、本章で釣藤鈎アルカロイドの中でも最も薬効力価が高いと推察されている
GMに焦点をあて、その薬物代謝を初めて明らかにした。  
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第 3 章 
 
 
GM のラット脳内結合部位の特定とのその特性 
 
 
はじめに 
 
 
第 1 章では抑肝散を用いて釣藤鈎アルカロイド成分の薬物動態を検討し、ガイソ
シジンメチルエーテル（GM）が検討した 7 種のアルカロイドの中で一番効率よく血
中に吸収され脳中へ移行することを実証した。第 2 章ではラット及びヒト肝ミクロ
ソームにおける GM 代謝について検討し、GM は脱メチル化代謝物をはじめとする
13 種類の代謝物が生成される代謝経路を初めて示唆した。さらに抑肝散を投与した
ラットの脳では GM と脱メチル GM が存在し、後者の代謝物は少なくとも 5-HT1A 受
容体結合性を指標とする限り、薬理活性を示さないことを確認した。この結果は GM
の中枢作用は GM 本体が活性体であることを示唆した。これらの結果に加え、我々
はこれまでに GM が BBB を通過することも明らかにしている（22）。GM は釣藤散で
認められるような血管拡張作用などの末梢作用と抑肝散で認められるような脳内セ
ロトニン神経系に対する中枢作用を示す。しかし、特に中枢作用については脳内に
移行するところまでは検証されているが、脳での中枢作用が脳のどの領域でどのよ
うな分子と結合しているかについては推測の域を出ない。このように GM の薬理作
用を解明する上で脳内での GM の結合特性を明確にすることは GM や GM を含有す
る漢方薬の神経薬理学的作用の理解を促進させると考えられる。  
そこで、本章第 1 節では、トリチウム標識 GM（[3H]GM）（図 18）を合成し、それ
を用いた定量的オートラジオグラフィーを行い GM のラット脳内結合部位を検討し
た。第 2 節では、第 1 節と同様のオートラジオグラフィーにおいて各種受容体リガ
ンドと競合的結合試験を行い GM が結合する受容体（GM 結合分子）を検討した。最
後に第 3 節において、ミクロオートラジオグラフィーにて GM が結合する細胞の同
定を試みた。  
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第 1 節 
 
 
GM の脳内結合部位の同定  
 
 
第 1 章の検討から GM が脳中に移行することを示した。また、GM が BBB を通過
して脳に到達することを明らかにしている（22）。しかしながら、脳内に移行した
GM が脳組織においてどの部位に特異的に結合するかはまだ明らかになっていない。
そこで、本節では、[3H]GM を用いた定量的オートラジオグラフィーを用いて GM の
結合領域を調べ、各脳部位における特異的結合性データのスキャチャードプロット
解析により結合分子の密度と親和性について検討した。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物、試薬及び[3H]GM の合成  
 
GM は、第 1 章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項に記載したものを用
いた。23-O-脱メチル GM は、第 2 章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」に記
載した方法で作製したものを用いた。  
[
3
H]GM は RC TRITEC AG Ltd.（Teufen, Switzerland）にて、GM の 23-O-脱メチル
体から合成した。先ず 23-O-脱メチル GM を dimethyl formamide 中で 3.7 GBq の[3H]
で標識されたメチルノシレートと一緒に室温で 4.5 時間反応させた後、Nucleodur C18 
Gravity カラム（5 μm, 10 × 250 mm; Macherey-Nagel, Oensingen, Switzerland）を用い
た HPLC にて精製した。精製された[3H]GM は、strata-X カートリッジ（3 ml, 100 mg; 
Phenomenex, Torrance, CA, USA）に吸着させ、エタノールで溶出した。最終的に得ら
れた[3H]GM の精製度と放射活性は、放射能検出器（Berthold LB 509; BioSurplus, San 
Diego, CA, USA）を接続した TSKゲル ODS 80TsQAカラム（4.6 × 150 mm; Tosoh, Tokyo, 
Japan）にて測定した。その結果、 [3H]GM の比放射活性は 3.1 TBq/mmol、精製率は
98.5%であった。3 つのトリチウム分子が GM のメチル基に導入された [3H]GM の化
学構造を図 18 に示す。その他の試薬は市販されている特級試薬を用いた。  
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図 18. トリチウム標識ガイソシジンメチルエーテル（ [3H]GM）の化学構造。  
 
 
1.2. 実験動物  
 
7 週齢の正常雄性 Wistar 系ラットは日本チャールス・リバー株式会社（Kanagawa, 
Japan）から購入した。動物は 3～5 匹 /ケージで飼育した。飼育環境は室温 23 ± 3°C、
相対湿度 40–70%、12 時間の明暗サイクル（午前 7:00 に点灯）とし、飼料と水は自
由摂取とした。  
 
1.3. 定量的オートラジオグラフィー  
 
[
3
H]GM のラット脳に対する定量的オートラジオグラフィーは既報に基づいて行
った（49）。まず、断頭により屠殺したラットから脳を素早く摘出してドライアイス
パウダー中で急速冷凍した。凍結脳から厚さ 15 µm の前額断方向と矢状断方向の切
片を作成し、ゼラチンコートスライドグラスに貼付した後、−80°C で保存した。なお、
切片はブレグマ（頭蓋骨の縫合線の交差点）を基準点として、前額断は前方に  +4.00
及び−3.30 mm、矢状断は側方に+1.90 及び+0.18 mm の範囲で作製した。切片は 0.01%
アスコルビン酸含有 50 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）中で[3H]GM と室温で 4
時間反応させた。切片は同緩衝液による 10 分間の洗浄を 2 回行った後、塩を除去す
るために蒸留水中で数秒洗浄し乾燥させた。飽和結合実験では、[3H]GM の濃度は 0.5
～50 nM とした。また、50 μM の非標識 GM の存在下で認められた放射活性は非特異
的結合とした。  
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 [3H]GM と反応させた切片は、トリチウム検出用イメージングプレート（BAS IP TR 
2040 E; Fujifilm Corp., Tokyo）に 16 時間曝露した。放射活性基準にはトリチウムマ
イクロスケール（Higher Activity Range, 51.3 to 1252.0 Bq/mg; GE Healthcare UK Ltd., 
Bucks, UK）を用いた。曝露後、イメージングプレート上の放射活性はイメージング
解析装置（Typhoon FLA 7000; GE Healthcare）にて解析し、オートラジオグラムを作
成した後、各脳部位の放射活性を測定した。脳部位は Paxinos and Watson（50）の脳
図譜を参照して確認した。また、参照切片にはクレシルバイオレットを用いたニッ
スル染色を施し、オートラジオグラム上の [3H]GM の結合部位を同定した。特異的結
合（SB）は全結合（TB）から非特異的結合（NSB）を差し引くことにより算出した。
各脳部位について特異的結合の値から飽和曲線を作成した後、スキャチャードプロ
ット解析にて最大結合数（Bmax）と解離定数（Kd）を算出した。Bmax は pmol/mg tissue
にて、Kd は nM にて示した。  
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2. 実験結果  
 
 
2.1. 脳組織における [3H]GM のオートラジオグラフィー  
 
ラット脳組織における [3H]GＭのオートラジオグラムを図 19に示す。図 19Aは 8 nM
の[3H]GMを用いた時の結果である。[3H]GMの放射活性は脳の広範囲に検出された。
これらの結合は非標識 GM（cold GM：50 μM）の存在下で明確に減少した。図 19B
には[3H]GM 結合の用量依存性の結果を示す。[3H]GM（0.5～50 nM）の結合は、濃度
依存的に増加し、これらの結合は非標識 GM（cold GM：50 μM）の存在下で部分的
に減少した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 19. ラット脳組織における [3H]GM のオートラジオグラム。  
（A）は脳の４方向の切断面（ブレグマ基準点より、(a) 前方に  +4.00、(b) 前方に−3.30 mm、
(c) 側方に+1.90、(d) 側方に+0.18 mm）における [3H]GM のオートラジオグラムを示し、（B）
は [3H]GM 結合の用量依存性を示す。   
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
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2.2. 飽和曲線及びスキャチャードプロット解析  
 
脳組織における[3H]GM の結合特性を図 20 に示す。前辺縁皮質における[3H]GM 結
合の飽和曲線解析では（図 20A 左）、全結合活性（TB）は、[3H]GA の濃度の増加に
伴い徐々に増加した。この結合活性は非標識 GM の添加により部分的に減少し（非
特異的結合：NSB）、この差（TB－NSB）が特異的結合（SB）として観察された。同
様の結果が前頭皮質（図 20B）や縫線核（図 20C）でも得られた。小脳においては（図
20D）、前辺縁皮質や前頭皮質、縫線核に比べ、非特異的結合が大きく、特異的結合
は僅かであった。  
各部位の特異的結合の値から作成したスキャチャードプロット（各飽和曲線解析
の右に表示）の解析から求めた各脳部位の Bmax と Kd 値を表 10 に示す。Bmax の高い
脳部位は扁桃体（amygdala）、中程度の部位は内側前頭前野（mPFC）、前辺縁皮質（PrL）、
眼窩前頭皮質（oFC）、前頭皮質（FC）、海馬（hippocampus）、視床中心傍核（CM）、
及び線状体（CPu）、低い部位は縫線核（DR）及び小脳（cerebellum）であった。ま
た、Kd 値は脳部位により 35.0～232.6 nM の範囲で異なった。相対的に高親和性を示
す（Kd が 62 nM 以下）特異的結合は前頭前野、前辺縁皮質、眼窩前頭皮質を含む前
頭皮質領域であった。海馬、扁桃体、視床中心傍核および線状体では 100 nM 以上の
高い Kd を示し、GM に対する結合親和性が低いと判断された。小脳では Kd は 35.0 nM
という低い値（高親和性）を示したが、Bmax の値（0.65）から判るように結合分子密
度の低い部位であった。  
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図 20. 前辺縁皮質（A）、前頭皮質（B）、縫線核（C）および小脳における [3H]GM の結合特
性。左パネルは飽和曲線を、右パネルはスキャチャードプロットを示す。各ポイントは３つ
の独立した値の平均値である。TB は全結合、NSB は非特異的結合、SB は特異的結合を示す。   
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   表 10. ラット脳における [3H]GM 結合特性：スキャチャードプロット解析。  
 
 
Bmax 
(pmol/mg/tissue) 
Kd 
(nM) 
mPFC 2.48 58.8 
PrL 2.82 59.2 
oFC 2.41 42.4 
Frontal cortex 2.79 61.0 
Hippocampus 2.96 101.0 
Amygdala 8.79 232.6 
CM 5.17 158.7 
CPu 3.22 131.6 
DR 1.56 42.7 
Corebellum 0.65 35.0 
 
 
3. 小括  
 
 ラットの脳内に GM に対する特異的結合部位が広範に存在した。その中で特に前
頭前野、前辺縁皮質、眼窩前頭皮質を含む前頭皮質領域に高親和性の GM 結合分子
が高密度に存在していることが明らかになった。  
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第 2 節 
 
 
GM の脳内結合部位における結合分子の同定 
 
 
本章第 1 節では、ラット脳スライスを用いた [3H]GM のオートラジオグラフィー試
験を行い、GM の特異的結合部位が様々な脳部位に存在し、中でも前頭前野、前辺縁
皮質、眼窩前頭皮質を含む前頭皮質領域に高親和性の GM 結合分子が高密度に存在
していることを明らかにした。本節では、これらの結合部位における GM 結合分子
を同定するため、第 1 節と同様の[3H]GM のオートラジオグラフィーで各種受容体リ
ガンドを用いた競合的結合試験行った。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物及び試薬  
 
GM は第 1 章第 1 節、また[3H]GM は本章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」
の項に記載したものを用いた。その他の試薬は市販されている特級試薬を用いた。
競合的結合試験に用いた各種リガンド、(R)-(+)-8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin
（DPAT; 5-HT1A 受容体アゴニスト）、ketanserin（5-HT2A 受容体アンタゴニスト）、BW 
723C86（5-HT2B 受容体アゴニスト）、RO60-0175（5-HT2C 受容体アゴニスト）、SB269970
（5-HT7 受容体アンタゴニスト）、(S)-(-)-sulpiride（ドーパミン D2 受容体アンタゴニ
スト）、verapamil（L 型 Ca2+チャネルブロッカー）はフナコシ株式会社（Tokyo, Japan）
より購入した。Yohimbine（アドレナリン  α2A 受容体アンタゴニスト）は Sigma-Aldrich 
Co. (MO, USA) より購入した。Naloxone（μ-オピオイド受容体アンタゴニスト）は和
光純薬工業株式会社（Osaka, Japan）より購入した。  
 
1.2. 実験動物  
 
本章第 1 節の実験方法「1.2.実験動物」の項と同様な環境で飼育した 7 週齢の正常
雄性 Wistar 系ラットを本実験に用いた。  
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1.3. GM の脳内結合部位のおける結合分子の同定法  
 
GM の脳内結合部位における結合分子の同定は前節と同様に脳切片を用いたオー
トラジオグラフィーにより行った。先ず前節の実験方法「1.5. 定量的オートラジオ
グラフィー」に記載した手順で脳切片を作成し、20 nM の[3H]GM を種々の受容体や
チャネルのリガンド（終濃度 50 μM）の共存化で 4 時間（室温）反応させた。対照
として非標識 GM を用いた。[3H]GM と各種リガンドの反応切片は、前章に記載した
手順で処理し、最終的な放射活性は同様にイメージング解析装置（Typhoon FLA 7000; 
GE Healthcare）にて解析した。  
[
3
H]GM 結合分子の特定は、[3H]GM および[3H]GM+リガンド存在下で脳部位に結
合した[3H]GM 量を測定し、[3H]GM の総放射性活性を 100%とした時の[3H]GM+リガ
ンドの放射性活性の割合で評価した。  
 
1.4. 統計解析  
 
データは平均値±標準誤差で示した。群間比較には独立 t 検定を用い、P<0.05 を
有意水準とした。  
 
 
2. 実験結果  
 
2.1. GM の脳内結合部位のおける結合分子の同定  
 
GM の脳内結合部位における結合分子の同定は各脳部位の [3H]GA 結合に対する各
種リガンドの競合的結合試験で評価した（図 21）。前辺縁皮質では（図 21A）、[3H]GM
結合は非標識 GM により有意に減少した（ t = 66.03, p<0.001）ことから、この部位に
は明らかに、GM 結合分子が存在していることが確認できた。その結合分子を特定す
るめ、5-HT1A 受容体アゴニスト（DPAT）、5-HT2A 受容体アンタゴニスト（ketanserin）、
5-HT2B 受容体アゴニスト（BW 723C86）、5-HT2C 受容体アゴニスト（RO60-0175）、5-HT7
受容体アンタゴニスト（ SB269970）、アドレナリン  α2A 受容体アンタゴニスト
（yohimbine）、ドーパミン D2 受容体アンタゴニスト（(S)-(-)-sulpiride）、L 型 Ca
2+チ
ャネルブロッカー（verapamil）、μ-オピオイド受容体アンタゴニスト（naloxone）を
用いて同様の競合的結合試験を行ったところ、これら全てのリガンドでも[3H]GM 結  
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図 21. 前辺縁皮質（A）、前頭皮質（B）、縫線核（C）、および小脳（D）における [3H]GM 結
合に対する各種リガンドの競合的阻害作用。DPAT は 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin
（5-HT1A 受容体アゴニスト）、KTS は ketanserin（5-HT2A 受容体アンタゴニスト）、BW は BW 
723C86（5-HT2B 受容体アゴニスト）、RO60 は RO60-0175（5-HT2C 受容体アゴニスト）、SB
は SB269970（5-HT7 受容体アンタゴニスト）、YHB は yohimbine（アドレナリン α2A 受容体ア
ンタゴニスト）、SLP は sulpiride（ドーパミン D2 受容体アンタゴニスト）、VPM は verapamil
（L 型 Ca2+チャネルブロッカー）、NLX は naloxone（μ-オピオイド受容体アンタゴニスト）
の略を示す。各値は平均値  ± 標準誤差を示す（n = 3）。*P<0.05、**P<0.01 および ***P<0.001 vs 
Total（ [3H]GM の総結合率）。  
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合は有意に減少した（DPAT, t = 6.160, P<0.01; ketanserin, t = 11.14, P<0.001; BW 
723C86, t = 16.60, P<0.001; RO60-0175, t = 23.97, P<0.001; SB269970, t = 19.08, 
P<0.001; yohimbine, t = 16.52, P<0.001; sulpiride, t = 5.317, P<0.01; verapamil, t = 8.701, 
P<0.001; naloxone, t = 8.748, P<0.001）。同様の結果が内側前頭前野や眼窩前頭皮質で
も得られた（結果は非提示）。  
前頭皮質（図 21B）では、[3H]GM 結合の非標識 GM による有意な減少（ t = 5.300, 
P<0.01）に加え、DPAT（ t = 3.577, P<0.05）、BW 723C86（ t = 9.350, P<0.001）、RO60-0175
（ t = 6.989, P<0.01）、verapamil（ t = 3.689, P<0.05）および naloxone（ t = 2.900, P<0.05）
でも有意な減少が認められた。  
縫線核（図 21C）では、[3H]GM 結合の非標識 GM による有意な減少（ t = 4.609, P<0.01）
に加え、DPAT（ t = 4.296, P<0.05）、BW 723C86（ t = 4.562, P<0.05）、RO60-0175（ t = 
4.592, P<0.05）、SB269970（ t = 3.530, P<0.05）、yohimbine（ t = 3.544, P<0.05）、sulpiride
（ t = 3.357, P<0.05）および verapamil（ t = 3.134, P<0.05）でも有意な減少が認められ
た。  
しかし、小脳（図 21D）では、[3H]GM 結合は非標識 GM により減少する傾向を示
したが、有意性は認められず（ t = 2.629, P=0.058）、他のリガンドでも有意な減少は
認められなかった。  
以上、本節の競合的結合試験の結果から、前辺縁皮質、内側前頭前野、眼窩前頭
皮質を含む前頭皮質及び縫線核に GM 結合分子の存在が確認され、その結合分子は
5-HT1A、5-HT2A、5-HT2B、5-HT2C、5-HT7 受容体などのセロトニン受容体やアドレナ
リン α2A 受容体、Ca2+チャネル受容体、μ-オピオイド受容体などが含まれることが明ら
かになった。一方、小脳では今回調べた限りでは結合分子は認められなかった。  
 
 
3. 小括  
 
脳部位の GM 結合分子同定のために、[3H]GA 結合に対する各種リガンドの競合性
を脳切片を用いた定量的オートラジオグラフィーにより解析したところ、前辺縁皮
質、内側前頭前野、眼窩前頭皮質を含む前頭皮質及び縫線核において、GM 結合分子
として 5-HT1A、5-HT2A、5-HT2B、5-HT2C、5-HT7 受容体などのセロトニン受容体やア
ドレナリン α2A 受容体、Ca2+チャネル受容体、μ-オピオイド受容体などが同定された。 
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第 3 節 
 
 
GM の脳内結合部位における標的細胞の同定 
 
 
本章ではガイソシジンメチルエーテル（GM）の脳内結合部位の特定とのその特性
を明らかにするため、第 1 節では GM の脳内結合部位を同定し、第 2 節ではその脳
内結合部位における結合分子を同定した。  
そこで、本節では、GM が結合する細胞を同定するため、 [3H]GM の乳剤ミクロオ
ートラジオグラフィーを実施した。  
 
 
1. 実験方法  
 
1.1. 化合物及び試薬  
 
[
3
H]GM は本章第 1 節の実験方法「1.1. 化合物及び試薬」の項に記載したものを用
いた。その他の試薬は市販されている特級試薬を用いた。  
 
1.2. 実験動物  
 
本章第 1 節の実験方法「1.2.実験動物」の項に記載した同じ 7 週齢の正常雄性 Wistar
系ラットを本実験に用いた。飼育環境についてもその記載に準じた。  
 
1.3. GM の脳内結合部位における標的細胞の同定法  
 
GM の脳結合部位のおける標的細胞の同定は乳剤ミクロオートラジオグラフィー
により行った。先ず、本章第 1 節「1.5. 定量的オートラジオグラフィー」の項に記
載した手順で作製した脳切片を 8 nM の[3H]GM と反応させた。その切片に乳剤（NTB 
2; Eastman-Kodak, Rochester, NY, USA）を塗布し、4 週間曝露した。その後、Kodak D-19
（Eastman-Kodak）にて現像し、Kodak rapid fixer にて固定した後にヘマトキシリン
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にて対比染色した。各脳部位における銀粒子を顕微鏡下で観察し細胞の同定を行っ
た。  
 
2. 実験結果  
 
2.1. GM の脳内結合部位における標的細胞の同定  
 
[
3
H]GM のミクロオートラジオグラムを図 22 に示す。前頭皮質領域（図 22A）の
広範囲において、大型および小型の細胞や細胞外マトリクスに[3H]GM の陽性シグナ
ル（黒色の銀粒子）が検出された。縫線核（図 22B）でも大型および小型の細胞や
細胞外マトリクスで同様な[3H]GM 陽性シグナルが検出されたが、その標識強度は前
頭皮質領域と比べるわずかであった。小脳（図 22C）では前頭皮質領域や縫線核で
認められたような細胞における陽性シグナルはなく、陽性シグナルは僅かに細胞外
マトリクスで標識されただけであった。  
 
 
図 22. 前頭皮質（A）、縫線核（B）、および小脳（C）における [3H]GM のミクロオートラジ
オグラム。前頭皮質において、 [3H]GM 陽性シグナル（黒色の銀粒子）は大型および小型の
細胞に集積し、細胞外マトリクスにも検出された。縫線核では、大型、小型細胞および細胞
外マトリクスへの僅か陽性シグナルの集積が認められた。しかし、小脳においてシグナルは
細胞へ集積せず、細胞外マトリクスに検出されるのみであった。スケールバー=25 μm。   
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3. 小括  
 
GM の脳内結合部位における標的細胞の同定を乳剤ミクロオートラジオグラフィ
ーにより検討したところ、前頭皮質および縫線核の大型および小型細胞や細胞外マ
トリクスが結合部位として同定された。  
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考察 
 
 
本論文の第 1 章では、抑肝散を用いて釣藤鈎アルカロイドのラット体内動態を検
討することにより、薬効成分である GM が脳へ移行すること示し、第 2 章では、GM
の代謝物とその生成に関わる薬物代謝酵素 CYP、さらには脱メチル GM の脳内移行
とその薬理活性（不活性）を明らかにした。このように GM の薬物動態に関して、
吸収及び代謝を明らかにしてきたが、中枢作用を司る脳に対しては GM の分布、す
なわち GM の結合領域や結合分子などはまだ明らかになっていない。そこで、本章
では GM の脳内結合部位の特定とのその特性を明らかにすることを目的にした。  
第 1 節では、GM の脳内結合部位を明らかにするために、ラット脳における [3H]GM
定量的オートラジオグラフィー試験を実施して、ラット脳内の GM 結合部位を検討
した。脳内の[3H]GM 結合が非標識 GM により部分的ではあるものの明確に減少した
（図 19）。この結果は、脳に GM に対する特異的結合部位が存在することを示す。こ
のことは、特に前頭皮質領域や縫線核において、特異的な [3H]GM 結合が用量依存的
に増加し、さらに飽和性を示したことからも裏付けられた（図 19 と 20）。スキャチ
ャードプロット解析では直線性が低かったことから、[3H]GM が認識する分子は複数
あることが示唆された。また、Bmax および Kd の計算結果から（表 10）、前頭皮質領
域が高密度を示した。これは、前頭皮質領域での GM の神経薬理学的な作用と関連
している可能性がある。例えば GM は、cuprizone 処置マウスにおける内側前頭前野
の脱ミエリン化を改善することが報告されている（51）。なお、海馬、扁桃体、視床
中心傍核、および線状体では [3H]GM 結合は飽和性を示さず（結果は非提示）、さら
に高い Kd を示したことから、これらの部位には GM に対して結合親和性が低く結合
容量が大きい何らかの分子が存在すると考えられた。  
第 2 節では、GM の脳内結合部位における結合分子を明らかにするために、[3H]GM
定量的オートラジオグラフィーで各種受容体やチャネルのリガンドを用いた競合的
結合試験を行った。前辺縁皮質、前頭皮質および縫線核における [3H]GM 結合が DPAT
により阻害された。この結果は、GM が結合する分子は 5-HT1A 受容体であることを
示唆する。この知見は、GM がヒトの 5-HT1A 受容体に結合することを示したこれま
での研究結果（5）と一致する。5-HT1A 受容体は前頭皮質と縫線核に高密度に存在す
るという既報（52, 53）も本研究の結果を支持するものである。また、単一細胞にお
けるカルシウムイメージング解析において（34）、GM は 5-HT1A 受容体だけでなく
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5-HT2A、5-HT2C、5-HT7、D2 受容体と反応することが示されている。本節の検討にお
いても前辺縁皮質における[3H]GM 結合が、5-HT2C 受容体（RO60-0175）、5-HT2A 受
容体（ketanserin）、5-HT7 受容体（SB269970）や D2 受容体（sulpiride）リガンドなど
により競合されたことから、[3H]GM はこれらの受容体を認識することが示唆され、
カルシウムイメージング解析の結果とよく一致する（35）。しかし、前頭皮質におけ
る [3H]GM 結合は、RO60-0175 では競合されたが、ketanserin、SB269970 あるいは
sulpiride によっては競合されなかった。前頭皮質は前辺縁皮質を含む広範囲なため、
GM が認識する 5-HT2A、5-HT7、D2 受容体は、前頭皮質内の限られた領域に分布して
いると思われる。なお、前辺縁皮質、前頭皮質、および縫線核における [3H]GM 結合
がアドレナリン α2A受容体リガンド yohimbine、L 型 Ca
2+チャネルブロッカーverapamil、
および μ-オピオイド受容体リガンド naloxone により競合されたという結果は、これ
らの受容体が GM の結合分子としての役割があることを示している。小脳における
神経伝達物質の受容体発現量は大脳より低い場合がある。例えば、小脳の 5-HT1A 受
容体量は海馬に比べ 12-14%程度である（54）。したがって、小脳において [3H]GM 結
合が低レベルであり、種々化合物によって競合されなかったことは、GM の脳内ター
ゲットとして小脳はあまり関与していないことを示唆する。  
このように第 1 節では GM の脳内結合部位を明らかにして、第 2 節ではその脳内
結合部位における結合分子を同定した。そこで、最終第 3 節では、GM がどの細胞に
存在しているかを証明するため、[3H]GM の乳剤ミクロオートラジオグラフィーを用
いて標的細胞の同定を行った。その結果、前頭皮質領域や縫線核の [3H]GM シグナル
が神経細胞のような大型の細胞に集積することが明らかになった。GM が認識する受
容体、即ち 5-HT1A 受容体と 5-HT2A 受容体は前頭前野と縫線核の神経細胞に分布する
ため（55, 56）、妥当性の高い結果と思われる。[3H]GM シグナルはまた、両脳部位に
おいて小型の細胞や細胞外マトリクスにも確認された。このことは [3H]GM は非神経
細胞や神経突起にも結合することを示唆する。小脳では[3H]GM シグナルの細胞への
集積は観察されず、細胞外マトリクスへの結合も少なかったことから、前頭皮質や
縫線核における[3H]GM シグナルは特異性が高く、GM のターゲット細胞は神経細胞
であると考えられた。  
以上、本章をまとめると、脳内には GM の特異的結合部位が広範に存在し、その
中で特に前頭前野、前辺縁皮質、眼窩前頭皮質を含む前頭皮質領域に高親和性の GM
結合分子が高密度に存在していた。その結合分子は神経細胞（大型細胞）、非神経細
胞（小型細胞）や神経突起（細胞外マトリクス）に発現している 5-HT1A、5-HT2A、
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5-HT2B、5-HT2C、5-HT7 受容体などのセロトニン受容体やアドレナリン α2A 受容体、
Ca
2+チャネル受容体、μ-オピオイド受容体などであることが示唆された。これらは GM
の脳内結合部位の特定とその特性を実証した初めての知見である。  
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総括 
 
 
近年、医療用漢方製剤の普及は著しく、医師に対する使用調査では漢方薬処方経
験医師の割合が上市された 1976 年で 2 割程度であったものが 2003 年では既に 9 割
に達している（57）。また、最近の調査状況では、8 割以上の医師が西洋薬との併用
で用いており、留意点として薬物相互作用を挙げている（58, 59）。特に現在の高齢
化社会においては、それに伴う認知症、高血圧、癌などの高齢化疾患の発生頻度も
高くなっている。  
著者が本研究に取り上げた釣藤鈎は、古来より名医別録下品など多くの本草書に
収載されおり、小児の驚癇、発疹、疳症、頭痛、眩暈に効果がある生薬である。こ
の釣藤鈎を配合している漢方薬には、不安症を主訴とする患者に対する抑肝散や抑
肝散加陳皮半夏、高血圧を主訴とする患者に対する釣藤散や七物降下湯などがあり、
臨床においても頻用されている漢方薬である。最近では、釣藤散による脳血管障害
性認知症や抑肝散による認知症の周辺症状に対する二重盲検試験による有効性など
の報告、さらに作用機序の解明なども進んでいることから、その需要や西洋薬との
併用の割合も益々増えていくものと推測される。それだけに、特に身体的虚弱傾向
にある高齢者にとっては薬物相互作用や副作用についての情報は重要となる。  
しかし、生薬や漢方製剤の薬物相互作用や副作用に関わる吸収、分布、代謝及び
排泄といった、いわゆる薬物動態学的研究はほとんど行われていない。それは、漢
方薬が複数生薬・多成分系合剤であるからである。薬物動態学的研究を行うために
はその中から生体作用成分を先ず見つけ、それらを検出する分析法を確立する必要
がある。これまでの基礎研究から、釣藤鈎は、corynoxeine（CX）、isocorynoxeine（ICX）、
rhynchophylline（RP）、isorhynchophylline（IRP）、hirsutine（HTI）、hirsuteine（HTE）
及び geissoschizine methyl ether（GM）などのインドール系アルカロイドに血圧降下
作用、睡眠鎮静作用、精神安定作用、鎮痙作用、セロトニン調節作用、脳細胞保護
作用及び血管拡張作用などの薬理活性作用があることが報告されている。そこで、
本研究では釣藤鈎を含む種々漢方薬の薬物動態の解明という大きな課題の基盤とな
る釣藤鈎アルカロイドの薬物動態に関する研究に取り組み、以下の新知見を得た。  
 
1. 第 1 章では、LC/MS/MS による釣藤鈎アルカロイド（CX、ICX、RP、IRP、HTI、
HTE 及び GM）の特異的な高感度一斉定量法を試料の保存・安定性及び機器管理
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などのバリデーションと共に構築し、世界の基準（FDA のガイドライン基準）を
満たす定量法として確立した。また、その有用性を抑肝散投与ラットでの釣藤鈎
アルカロイドの血中及び脳中動態解明で検証した。特に釣藤鈎アルカロイドの
GM が効率よく血漿及び脳中へ移行することを見出し、アルカロイド成分の中で
も中枢作用を担う重要な成分であることを指摘した。  
 
2. 第 2 章では、ラット及びヒト肝ミクロソームを用いて釣藤鈎アルカロイドの主要
活性成分と推定される GM の代謝経路を提唱した。すなわち、GM は肝代謝酵素
CYP2C19、CYP2D6 及び CYP3A4 により、脱メチル化反応、脱水素化反応、メチ
ル化反応、酸化反応及び水付加反応の 5 つの代謝経路を経て、少なくとも 13 種
類の代謝物が生成されることを明らかにした。さらに、脳では主に 23-O-脱メチ
ル GM が検出されたが、GM のような薬理活性を示さなかったがことから、GM
が活性本体として重要であることを指摘した。  
 
3. 第 3 章では、脳に移行した GM の脳内結合部位の特定とのその特性を明らかにす
るため、トリチウム標識 GM（[3H]GM）を用いたオートラジオグラフィーにより、
脳内には GM の特異的結合部位が広範に存在し、その中で特に前頭前野、前辺縁
皮質、眼窩前頭皮質を含む前頭皮質領域に高親和性の GM 結合分子が高密度に存
在していること、及び、その結合分子は神経細胞（大型細胞）、非神経細胞（小
型細胞）や神経突起細（胞外マトリクス）に発現している 5-HT1A、5-HT2A、5-HT2B、
5-HT2C、5-HT7 受容体などのセロトニン受容体やアドレナリン α2A 受容体、Ca2+チ
ャネル受容体、μ-オピオイド受容体などであることを示唆した。  
 
以上、本研究で得た新知見の内、特異的高感度 LC/MS/MS 一斉定量法は、今後、
抑肝散だけでなく釣藤鈎を構成生薬として含む抑肝散加陳皮半夏、釣藤散、七物降
下湯などの動物さらにはヒトでの薬物動態学的研究に幅広く応用される分析法であ
る。また、釣藤鈎アルカロイドの主要成分 GM の代謝経路の提唱は、臨床での薬物
相互作用や副作用の今後の研究の基盤をなすものである。さらに GM の脳内結合性
に関する知見は、GM（釣藤鈎）を含有する漢方薬の薬理学的作用（薬力学的研究）
の解明に貢献するものである。本論文の成果は今後の漢方薬の薬物動態や薬力学的
研究に応用され、患者をはじめ、医師や薬剤師などの多く医療関係者がこれまで以
上に安心して使える漢方薬の研究に役立つものと考えられる。  
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